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RESUMO

ALMEIDA, Luiza Monteiro de, Universidade Federal da Paraiba, julho de 2017. Uso da
PCR convencional como meio de diagnostico de Ehrlichia canis, Anaplasma platys,
Babesia spp. e Hepatozoon spp. em cdes com trombocitopenia. Orientadora: Danila
Barreiro Campos.

No Brasil, as hemoparasitoses mais comuns na clinica de pequenos animais sdo Babesia
canis, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, e Anaplasma platys. S&o doencas frequentemente
associadas a trombocitopenia e a PCR é uma técnica com alta especificidade e sensibilidade
para deteccdo dessas hemoparasitoses. Os objetivos deste trabalho foram, com uso da PCR,
identificar os hemoparasitas (E. canis, A. platys, Babesia spp. e Hepatozoon spp.) em caes
com trombocitopenia, detectar coinfeccdes destes agentes e comparar os resultados com os
diagndsticos feitos pela pesquisa direta em estiraco sanguineo. Foram selecionadas 88
amostras de sangue de cdes que apresentavam trombocitopenia e, apds extracdo do DNA
foram realizadas as PCRs para deteccdo dos hemoparasitas. O Hepatozoon spp. foi detectado
em 63 (72%) das amostras, Babesia spp. em 39 (44%), E. canis em 25 (28%) e A. platys em
13 (15%). Do total, 32 (36%) foram positivas para apenas um agente, 30 (34%) para dois
parasitas e 16 (18%) para trés microrganismos. Dos resultados positivos no exame de
microscopia para E. canis, 5 (35,7%) foram confirmados e 9 (64,3%) ndo confirmados na
PCR. Para A. platys, 1 (25%) foi confirmado e 3 (75%) ndo confirmados. A Babesia spp foi
confirmada em 5 (71,4%) e ndo confirmada em 2 (28,6%). O Hepatozoon spp foi confirmado
em 5 (83,3%) e ndo confirmado em 1(16,7%) amostra. Conclui-se que ha alta prevaléncia de
hemoparasitoses caninas em animais trombocitopénicos, sendo comum a ocorréncia de
coinfeccdes. Ha alto indice de infeccdo por Hepatozoon spp. em cdes trombocitopénicos
atendidos no hospital veterinario da UFPB. A PCR mostrou-se mais sensivel e especifica no
diagnostico de hemoparasitas quando comparada ao exame parasitologico direto em sangue

periférico.

Palavras-chaves: Plaqueta, hemoparasitose canina, diagnéstico molecular



ABSTRACT

ALMEIDA, Luiza Monteiro de, Universidade Federal da Paraiba, july 2017. Use of
conventional PCR for the diagnostic of Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia spp.

and Hepatozoon spp. in dogs with thrombocytopenia. Advisor: Danila Barreiro Campos

In Brazil, the most common hemoparasites in the clinic of small animals are Babesia
canis, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, and Anaplasma platys. These diseases are often
associated with thrombocytopenia and PCR is a technique with high specificity and sensitivity
for the detection of these hemoparasites. The objective of this work was to identify
hemoparasites (E. canis, A. platys, Babesia spp. And Hepatozoon spp.) in dogs with
thrombocytopenia, to detect co-infections of these agents and to compare the results with the
diagnosis made by direct research into blood draw. Blood samples (88) from dogs that
presented thrombocytopenia were selected and, after DNA extraction, PCRs was performed to
detect hemoparasites. Hepatozoon spp. was detected in 63 (72%) of the samples, Babesia spp.
in 39 (44%), E. canis in 25 (28%) and A. platys in 13 (15%). Of the total, 32 (36%) samples
were positive for only one agent, 30 (34%) for two parasites and 16 (18%) for three
microorganisms. Positive results in the microscopy examination for E. canis were confirmed
in 5 (35.7%) animals, and in 9 (64.3%) results were not confirmed in the PCR. For A. platys,
1 (25%) case was confirmed and 3 (75%) were unconfirmed. Babesia spp. was confirmed in 5
(71.4%) animals and not confirmed in 2 (28.6%). Hepatozoon spp. was confirmed in 5
(83.3%) samples and not confirmed in 1 (16.7%). There is a high prevalence of canine
hemoparasitosis in animals thrombocytopenic dogs, and the occurrence of coinfections is
common. A high rate of infection with Hepatozoon spp. was observed in thrombocytopenic
dogs treated at the veterinary hospital of UFPB. PCR was more sensitive and specific in the

diagnosis of hemoparasites than the direct parasitological examination in peripheral blood .

Keywords: Platelet, canine hemoparasitosis, molecular diagnostic



1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

As hemoparasitoses sao frequentes na clinica medica de pequenos animais e provocam
doencas de sintomatologias semelhantes, porém inespecificas (FIGUEIREDO, 2011). As
chamadas “doengas do carrapato” sdo causadas por bactérias ou protozodarios transmitidos,
principalmente, pelo Rhipicephalus sanguineus. Tais agentes sdo responsaveis pelo
aparecimento de anemia, leucopenia e trombocitopenia, condi¢fes graves que podem levar o
animal a 6bito (LABARTHEet al., 2003; DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006). Os
hemoparasitas mais comuns no Brasil atualmente sdo Babesia canis, Ehrlichia canis,
Hepatozoon canis, e Anaplasma platys (SALGADO, 2006; COSTA, 2011)

As plaquetas fazem parte do conjunto de componentes responsaveis pela hemostasia
efetiva, além delas, existem também, os fatores de coagulacao e a parede vascular que atuam
nesse processo de controle do sangramento e manutencdo do fluxo sanguineo. Séo fragmentos
citoplasmaticos de megacariécitos em formato de disco plano (BAKER, 2015). Uma das
primeiras formas de avaliacdo da hemostasia é a contagem de plaquetas, que nos cdes pode
variar de 200.000 a 500.000 plaquetas/ul (JAIN, 1993). Desta forma, quando a contagem de
plaquetas € inferior ao valor minimo de referéncia é dito que o animal apresenta um estado
patoldgico, chamado trombocitopenia (TAKAHIRA; MATTOSO, 2015).

1.1  Trombocitopenia
A trombocitopenia é uma das principais causas de hemorragias em pequenos animais.
Nestes casos sdo0 comuns sangramentos mucocutaneos puntiformes, denominados petéquias.
Em casos mais graves, 0 extravasamento sanguineo apresenta uma extensdo maior gerando
equimoses, hematomas e ainda epistaxe (REBAR et al., 2003).
As causas da trombocitopenia sdo as mais variadas, podendo ser em razéo da reducao
da producdo, do aumento do consumo, da maior destrui¢do, da redistribuicdo de plaquetas e
da pseudotrombocitopenia. A trombocitopenia por redistribuicdo é devido ao sequestro
esplénico, ja a pseudotrombocitopenia é causada por agregacdo plaquetaria consequente da
puncdo venosa dificil ou quantidade insuficiente de anticoagulante (TAKAHIRA;
MATTOSO, 2015). A diminui¢do da producdo de plaquetas pode ser por consequéncia da
hipoplasia de medula e suas causas séo variadas: por irradiagéo corporal total, medicamentos,
toxinas, agentes infecciosos e neoplasias (BAKER, 2015). Os distirbios que causam maior
consumo sdo os associados a vasculite ou a coagulagdo intravascular disseminada (CID),
porém estes apresentam uma trombocitopenia de intensidade variada (TAKAHIRA,
13



MATTOSO, 2015). Em animais saudaveis, existe um equilibrio entre a producdo e a
destruicdo plaquetaria. Em média, as plaquetas ficam na circulacdo sanguinea por 5 a 9 dias e,
a medida que envelhecem, sdo removidas por macrofagos no baco e figado. O aumento da
destruicdo acontece com mais frequéncia por mecanismos imunomediados de causas
idiopéticas ou associados a agentes infecciosos, neoplasia, drogas, doengas autoimunes ou
transtornos neonatais (FELDMAN et al., 2000). E comum a combinacdo de duas ou mais
causas, entretanto, as mais comuns sdo a diminuicdo da producdo e a destruicdo
imunomediada, que juntas provocam as trombocitopenias mais intensas (STOCKHAM;
SCOTT, 2008).

A principal causa infecciosa de trombocitopenia em cées é a infeccdo por Ehrlichia
canis e menos comumente por Anaplasma platys. Estudos apontam que a erliquiose em seu
estagio inicial causa destruicdo de plaquetas por mecanismos imunomediados, e no final da
doenca provoca a aplasia de medula déssea e por consequéncia a diminui¢cdo na producgdo de
plaguetas (BAKER, 2015). Ha relatos que a Babesia spp. também induza trombocitopenia,
contudo as causas ndo estdo elucidadas completamente (DANTAS-TORRES et al., 2006), os
mecanismos mais provaveis sao destruicdo mediada por anticorpos, associada ao aumento do
consumo de plaquetas devido & vasculite endotelial e sequestro esplénico (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002). A trombocitopenia é um achado laboratorial presente em animais
infectados por Hepatozoon spp. porém esta alteracdo geralmente € atribuida a presenca de
outra infeccdo concomitante, e ndo exclusivamente ao Hepatozoon spp. (MUNDIM et al.,
2008).

1.2 Erliquiose canina

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) é causada pela bactéria da ordem
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia, espécie Ehrlichia canis. A
prevaléncia de infeccdo por E. canis € alta em regiBes tropicais e subtropicais e estd
distribuida em todos os continentes com excecdo da Australia. Ha alguns relatos de casos de

erliquiose monocitica humana sendo a E. canis 0 agente etiolégico (MCVEY et al., 2016).

O carrapato se infecta durante o repasto sanguineo ao parasitar um animal
contaminado, e transmite a infec¢éo ao se alimentar de outro animal, no qual inocula o agente
(MCDADE, 1990). O periodo de incubacéo da E. canis é de 8 a 20 dias apos a inoculagéo
pelo carrapato. A intensidade da doenca varia de acordo com sua fase (aguda, subclinica e
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cronica). E dificil determinar qual a fase clinica que o animal infectado se encontra, visto que
0s sinais clinicos e laboratoriais sdo semelhantes durante todas as fases (AGUIAR, 2015).

Uma vez na corrente sanguinea, a E. canis penetra nos mondcitos como corpusculos
de aproximadamente 0,2 a 0,6 um de didmetro, impede a ligacdo dos endossomos aos
lisossomos, como mecanismo de defesa, e se multiplica em dois estagios, os corpusculos
iniciais e as morulas. Dentro das células, circula pelo organismo, concentrando-se em 6rgaos
do sistema mononuclear fagocitico: baco, linfonodos e figado, ocasionando
linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia por hiperplasia linforreticular. O
patdégeno promove ainda interacdo com as células do endotélio vascular, causando vasculite,
desordens imunoldégicas e inflamatérias que suprimem a atividade microbicida de macréfagos,
causam hemaglutinacdo, infiltracdo leucocitaria em diversos 6rgdos como rins, baco, figado,
olhos, além de iniciar a producdo de anticorpos antiplaquetarios (FELDMAN et al., 2000;
AGUIAR, 2015; MCVEY et al., 2016). A evolucdo da doenca leva a aplasia de medula,
diminuindo a producdo de hemacias e plaquetas, consequentemente, gerando anemia nao
regenerativa, normocitica e normocrémica, acompanhada de leucopenia e trombocitopenia
(BAKER, 2015).

A fase aguda da doenca dura em média duas a quatro semanas, o animal infectado
apresenta febre, anorexia, depressdo e no exame laboratorial, trombocitopenia. E durante esta
fase que é possivel encontrar maior parasitismo e identificar mérulas nos mondcitos pelo
exame de esfregaco sanguineo. Acontece anemia normocitica normocrémica regenerativa por
conta da vasculite e perda sanguinea (FELDMAN et al., 2000; MENDONCA et al., 2005).
Na fase subclinica o animal parece saudavel, com sintomas mais leves, podendo apresentar
apenas emagrecimento. Alguns animais podem permanecer infectados sem apresentar sinais
clinicos e os imunocompetentes s&o capazes de elimina-lo, mesmo sem tratamento. E nesta
fase que se encontra alta concentracdo de anticorpos contra E. canis nos animais infectados
(JAIN, 1993). A fase cronica acontece quando o sistema imune do animal ndo consegue
debelar a infeccdo, nela sdo observadas as alteracbes mais graves, 0 animal apresenta
pancitopenia, glomerulonefrite, hemorragias e aumento da suscetibilidade as infecgdes
secundarias devido a supressdo do sistema imune. A anemia passa a ser arregenerativa devido
a caracteristica autoimune que causa hipoplasia de medula. Tanto na fase aguda quanto na
cronica sdo observadas lesfes oculares como opacidade de coOrnea, uveite, hemorragia
conjuntival, entre outras (MENDONCA et al., 2005).
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O diagnostico pode ser clinico e laboratorial, baseado nas suspeitas pelos sintomas e
alteracOes nos exames de hemograma, bioquimico e urinélise. A trombocitopenia € o achado
mais importante em todo o curso da doenca, podendo variar de 50 a 100.000 plaquetas/ul e,
nos casos mais graves, pode chegar a 20.000 plaquetas/pl. Essa diminuicdo é ocasionada por
maior consumo devido a vasculite, destruicdo imunomediada e sequestro esplénico
(AGUIAR, 2015). Outra forma de diagndstico é através da observacdo de morulas em
leucdcitos parasitados na avaliacdo do esfregaco sanguineo (MACHADO, 2004). Os métodos
soroldgicos também sdo utilizados como meio investigativo, sendo dos tipos ELISA e
imunofluorescéncia indireta (IFI), métodos sensiveis na deteccdo de anticorpos. O teste
molecular, como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), € um meio inovador com maior
especificidade e sensibilidade (CASTRO et al.,, 2004). Rotineiramente os médicos
veterinarios consideram a baixa contagem plaquetaria como um grande indicio da doenca, a
alteracdo mais frequente da erliquiose é a trombocitopenia (JAIN, 1993; MENDONCA et al.,
2005) e o diagndstico precoce favorece o sucesso do tratamento e permite um melhor

prognostico ao paciente.

O tratamento para a erliquiose monocitica canina € baseado na antibioticoterapia, com
farmacos da classe das tetraciclinas, sendo a doxiciclina a de eleigdo, por ser a que vem
apresentando maior sucesso no tratamento e menor recidiva da doenca. A doxiciclina é
absorvida no intestino e apresenta alta concentracdo no interior das células, ideal para
infeccBes por bactérias intracelulares. E indicada a administracdo de 5 a 10 mg/kg, uma ou
duas vezes ao dia, via oral por 21 a 28 dias (CRIVELLENTI; CRIVELLENTI, 2013;
AGUIAR, 2015). Outras drogas disponiveis sdo a minociclina, oxitetraciclina, dipropionato
de imidocarb e cloranfenicol (TILLEY et al., 2003). O cloranfenicol é uma opg¢do para
erliquiose na fase crbnica, pois o animal pode apresentar vémitos, impossibilitando o
tratamento por via oral. Nestas circunstancias o cloranfenicol pode ser administrado por via
intravenosa, porém torna o tratamento mais dispendioso, por ser necessaria a administracdo a
cada oito horas (BARROS; DI STASI, 2012). Como tratamento suporte € necessario a
fluidoterapia, reposicdo vitaminica e antieméticos, quando necessario. Em casos de citopenias
graves, a transfusdo sanguinea pode ser necessaria. O uso de glicocorticoides, como a
prednisolona na dose de 2mg/kg por 2 a 7 dias, é indicado quando a trombocitopenia for
severa e houver indicios de desencadeamento de doenca autoimune. Pode ser administrado o
uso de imunomoduladores e suplementagdo com ferro para auxiliar no tratamento do animal
(AGUIAR, 2015).

16



1.3 Anaplasmose canina

A Anaplasma platys é uma bactéria causadora da anaplasmose em cées, também
conhecida por trombocitopenia ciclica infecciosa canina, pois tem a caracteristica de eventos
parasitémicos, nos quais € possivel encontrar o parasita nas células, seguido de
trombocitopenia (GIGER, 2004; MARCONDES, 2009). Da ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae, género Anaplasma, sdo microrganismos intracelulares obrigatdrios gram-
negativos (MCVEY et al., 2016). Formam corpusculos de inclusdo em plaquetas, onde se
multiplicam e sdo liberadas para a circulacdo infectando outras células (MARCONDES,
2009).

O vetor conhecido é o carrapato Rhipicephalus sanguineus, que adquire 0 agente
guando se alimenta de um animal contaminado e transmite a doenca durante o repasto
sanguineo, engquanto se alimenta de um animal saudavel (SPARAGANO, et al., 2003). A
parasitemia tende a ocorrer periodicamente em intervalos de uma a duas semanas, e a
trombocitopenia pode durar aproximadamente quatro dias (MACHADO; SILVA, 2010).

O desenvolvimento da A. platys no cdo ainda ndo estd completamente determinado,
porém ha indicios de que seja similar ao da E. canis. Além da trombocitopenia ciclica, a
infeccdo pode causar também reducdo da agregacdo plaquetéria, hiperplasia megacariocitica
na fase aguda e hiperglobulinemia com aumento de IgA e IgM. A baixa contagem de
plaquetas tende a se agravar com a evolugdo clinica da doenca, pode haver uma diminuicao
nos eritrocitos e leucocitos, mas ndo necessariamente a ponto de causar anemia e leucopenia
(GASPARNI et al., 2008).

O periodo de incubacdo da A. platys é de oito a quinze dias, até o aparecimento dos
primeiros sinais, sendo 0s mais comuns desordens digestivas, a exemplo de vomito e diarreia,
anorexia, perda de peso, letargia, depressdo e distirbios hemostéaticos, que podem variar de
leves a graves. O diagnostico para anaplasmose é dado a partir dos sinais clinicos, alteracdes
hematoldgicas, principalmente a caracteristica de trombocitopenia ciclica, além da
visualizacdo do agente em inclusdes intraplaquetéarias em esfregaco de sangue periférico ou
papa de leucocitos. Testes sorologicos como fixacdo do complemento, hemaglutinacdo
indireta, reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunenzimético (ELISA) vém
sendo utilizados para deteccdo de agentes da familia Anaplasmataceae (MACHADO; SILVA,
2010). A PCR é considerada o teste de maior sensibilidade para este caso, pois permite

detectar precocemente a infecgdo, auxiliar na classificagdo taxonémica da A. platys, avaliar a
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eficacia do tratamento do animal infectado e identificar os carrapatos que podem servir de
vetores para a doenca (PERSING, 1996).

Assim como para a EMC, o tratamento para a anaplasmose é feito com uso de
antibioticos da classe das tetraciclinas, sendo a de maior eficacia a doxiciclina, por ser capaz
de manter alta concentracdo intracelular. O dipropionato de imidocarb se mostra eficaz,
principalmente em casos de coinfecgé@o por Babesia spp (DAGNONE, 2002).

1.4  Babesiose canina

A babesiose canina é causada por um parasita da classe Sporozoasida, familia
Babesiidae e género Babesia. As espécies envolvidas na enfermidade nos caes sao as B. canis
canis, B. canis vogeli e B. canis rossi (CARRET et al., 1999; FORTES, 2004). A doenga esta
amplamente distribuida por todo territério brasileiro, acompanhando a epidemiologia do seu
vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus (SOARES, 2015).

A transmissdo para o animal é feita pelo carrapato, que injeta no animal esporozoitas
infectantes presentes em sua saliva. A Babesia canis invade eritrocitos e se multiplica por
fiss@o binéria, formando dois ou quatro individuos, até que as heméacias se rompem liberando
merozoitos, que vao parasitar outros eritrocitos. No carrapato, ao serem ingeridas, tornam-se
vermiformes e se reproduzem de forma sexuada, originando esporocinetos, que penetram
diversos 6rgdos como glandula salivar e ovérios, chegando aos ovos, onde se tornam
redondos e permanecem até o estagio de ninfa, que é quando migram para a glandula salivar e
se multiplicam até serem injetados em outro hospedeiro (TAYLOR et al., 2010).

O parasita provoca a ruptura das hemacias durante sua reproducdo, o que leva a
eritrofagocitose causando um quadro de anemia regenerativa. Por conta desta destruicdo
ocorre hemoglobinemia, hemoglobindria e bilirrubinemia, sobrecarregando o sistema
hepatico, levando a ictericia, congestdo hepatica e esplénica. A liberacdo de pirdégenos durante
a ruptura dos eritrocitos acarreta na instituicdo do estado febril (SOARES, 2015). Nas
infeccdes cronicas os parasitas se concentram nas redes capilares do baco e figado, onde séo
liberados periodicamente na circulagdo (TAYLOR et al. 2010). Os animais infectados
apresentam anemia regenerativa (CARLI et al., 2009), baixo volume globular com ocorréncia
de trombocitopenia, porém sem causa esclarecida (FELDMAN et al., 2000; DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006). Os mecanismos mais provaveis deste achado sdo por
destruicdo mediada por anticorpos e maior consumo por causa da vasculite endotelial ou
sequestro esplénico (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).
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As manifestacdes clinicas da babesiose canina variam de subclinica até hiperaguda, de
acordo com idade do animal afetado, cepa da Babesia, intensidade da parasitemia, infec¢oes
concomitantes e capacidade de resposta imune do animal. O quadro febril estd relacionado
com anorexia, letargia e apatia, sendo os Unicos sinais perceptiveis na forma subclinica da
doenga, podendo passar desapercebida ou ser diagnosticada pelo achado incidental de
merozoitos parasitando as hemécias (SOARES, 2015). Na forma aguda o cdo apresenta
anorexia, letargia e vomitos, aléem de anemia hemolitica, trombocitopenia e esplenomegalia.
Na maioria das vezes 0 animal consegue se recuperar lentamente, porém em alguns casos, a
doenga pode levar o animal a 6bito (PINTO, 2009). A forma hiperaguda se caracteriza pelo
choque hipovolémico, e em menos de um dia o animal apresenta anorexia e letargia, seguida

de choque, hipdxia e coma ou morte (LAPPIN, 2015).

O diagnostico de rotina da babesiose canina € baseado em critérios clinicos,
epidemioldgicos e algumas vezes na resposta terapéutica ao tratamento. Para diagnostico
direto pode ser utilizada a técnica do esfregaco de sangue periférico com a observacdo do
parasita no interior das hemadcias, porém, nas fases em que a protozoaremia € baixa
dificilmente € visualizado o parasita. A PCR é outro método de diagndstico direto em que é
pesquisado fragmentos de DNA em amostras sanguineas ou tecidos do hospedeiro. E um teste
de alta especificidade e sensibilidade pois permite a deteccdo mesmo em baixas
concentracdes. As técnicas de diagndstico indireto, para deteccdo de anticorpos antibabésia,
sdo mais aplicadas em casos crénicos ou com finalidade de pesquisa epidemiologica. Em
casos agudos, este método é ineficiente pois leva um tempo para que o organismo formule
imunoglobulinas especificas (SOARES, 2015).

Varios farmacos sdo utilizados na terapéutica de infeccdes com Babesia spp., as
escolhas mais eficazes sdo administracdo do diminazeno em dose Unica de 3,5 a 7 mg/kg na
via subcutanea, ou do imidocarb em duas aplicacGes de 5 a 7 mg/kg na via subcutanea com
intervalo de 14 dias. E importante ter o cuidado nos efeitos colaterais destes medicamentos,
como dor no local da aplicacéo, salivacao excessiva, vomitos, diarreias. No intuito de prevenir
tais reacGes é recomendado a aplicacdo de 0,04 mg/kg de atropina dez minutos antes da
aplicacdo do antiparasitario. O tratamento com a doxiciclina, na dose de 10mg/kg duas vezes
ao dia durante 11 dias, é eficaz para a diminuicdo da parasitemia e melhora no quadro clinico
(ADAMS, 2013; SOARES, 2015).
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15 Hepatozoonose canina

A hepatozoonose canina € causada pelo Hepatozoon, um protozoario da classe
Coccidia, ordem Eucoccidiorida e familia Hepatozoodea. Duas espécies foram identificadas, o
H. canis encontrado na Europa, Africa, Asia e na América do Sul, e H. americanum, relatado
no sul dos Estados Unidos (FORLANO et al., 2007). O Hepatozoon possui um formato
elipsoide, medindo 11 por 4 um e é encontrado parasitando neutréfilos, envolto em uma
membrana espessa. Seu ciclo envolve dois hospedeiros: o definitivo onde ocorre a singamia, o
carrapato, e o intermediario, o cdo, onde ocorre a reproducdo assexuada. O R. sanguineus
carrega oocistos, que contém numerosos esporozoitas em sua hemocele, e o cdo pode infectar-
se ao ingerir este ectoparasita. Os esporozoitas sdo liberados no intestino e penetram em sua
parede. S&o transportados pelo sangue até os orgaos alvos, infectando baco, figado, pulméo,
rins, linfonodos e medula 6ssea. Em seguida, acontece a merogonia, no interior de macréfagos
e células endoteliais. Quando o meronte amadurece, as células se rompem liberando os
merozoitas que penetram em neutrofilos circulantes e desenvolvem os gamontes. O ciclo se
completa quando o carrapato ingere sangue de animal infectado (TAYLOR et al., 2010).

No geral a hepatozoonose canina afeta animais imunossuprimidos ou com outra
infeccdo presente, como parvovirose, babesiose, erliquiose, leishmaniose ou toxoplasmose
(GOMEZ; FENJOO, 2012). Quando o protozoario chega ao figado, pulmdes e rins, o cio pode
desenvolver hepatite, pneumonia e glomerulonefrite, respectivamente (BANETH; SHKAP,
2003). Em alguns casos pode haver degeneracdo e atrofia da musculatura esquelética
(PALUDO et al., 2005) A manifestacdo clinica pode variar de assintomatica em quadros de
baixa parasitemia a letal para casos com parasitemia alta. A maioria dos pacientes positivos
apresentam infeccdo leve devido a uma pequena reacdo inflamatéria (TAYLOR et al., 2010).

Os sinais clinicos sdo inespecificos e variam de acordo com o estado imunolégico do
hospedeiro. O animal apresenta febre intermitente, apatia, anorexia, caquexia, atrofia
muscular generalizada, dor com relutdncia ao movimento, rigidez de pescoco e/ou tronco,
paraparesia e ataxia, corrimento ocular mucopurulento bilateral, uveite leve e outras lesdes
oculares. Polilria e polidipsia pode acontecer em casos de acometimento dos rins. Outros
sintomas sdo descritos: linfoadenomegalia, esplenomegalia, petéquias, equimoses, epistaxe,
diarreia sanguinolenta transiente e palidez das membranas mucosas (MARCONDES, 2009;
GOMEZ; FENJOO, 2012).

O diagnostico é feito com base nos sinais clinicos e achados laboratoriais. Na maioria

dos casos 0 hemograma apresenta uma leucocitose variavel de 20.000 a 200.000 células/ml,
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neutrofilia com ou sem desvio a esquerda, contudo pode acontecer neutropenia, eosinofilia e
linfopenia. A anemia pode ser arregenerativa, em algumas vezes grave, e trombocitopenia,
pode ocorrer por acometimento medular. As alteracdes bioquimicas sdo: aumento dos valores
de fosfatase alcalina e creatinina quinase, hiperglobulinemia e hipoalbulinemia. Pode ser
encontrado proteinuria em casos de lesdes glomerulares. O diagndéstico definitivo da infeccéo
é dado pela observagdo do organismo em esfregaco sanguineo. Outro método é por meio de
biopsia ou exame post-mortem para deteccdo de formas teciduais da H. canis (GOMEZ;
FEIJOO, 2012). Uma técnica de imunofluorescéncia indireta foi desenvolvida para a
identificacdo de anticorpos antihepatozoon e tem se mostrado mais sensivel que o exame de
esfregaco sanguineo. Analises moleculares como a PCR também sdo utilizadas na
identificacdo do agente, sendo um diagnostico de alta sensibilidade e especificidade, tanto no
cdo quanto no vetor (CHIARELLI, 2009).

O tratamento da infec¢do por H. canis € feito com dipropionato de imidocarb na dose
de 5 a 6 mg/kg com aplicacGes a cada 14 dias até que, no exame de esfregaco sanguineo nao
seja mais visualizado os gamontes. Pode ser associado com o uso da doxiciclina por via oral,
na dose de 10 mg/kg durante 21 dias. E recomendado o tratamento de todos os ces, até
mesmo os daqueles assintomaticos, pois com o tempo a parasitemia pode evoluir e tornar-se
uma infeccdo grave. A terapéutica pode perdurar por até 8 semanas e deve ser feita avaliacdo
hematoldgica regular (TAYLOR et al., 2010).

1.6 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é considerada uma técnica de biologia
molecular revolucionaria, que permite o estudo de sequéncias de &cidos nucléicos, tendo
como base a sintese enzimatica de cdpias genéticas (MOLINA et tal, 2004). Foi desenvolvida
por Kary Banks Mullis (prémio Nobel de quimica de 1993 pelo desenvolvimento dessa
técnica) em abril de 1983. Sdo empregados os quatro nucleotideos de DNA (dNTPs - A, T, C
e G), o primer ou sequencia iniciadora, uma DNA polimerase termoestavel (Taq), cloreto de
magnésio (MgCl2), que age como cofator da Tag, um tampé&o, geralmente a base de cloreto de
potéssio, para manter o pH da reacdo, a amostra de DNA que vai servir de molde para a
replicacédo, e &gua ultrapura como diluente (HAAS; TORRES, 2016).

Os primers sdo adicionados aos pares, um senso € um anti-senso, que irdo se anelar
por complementariedade cada fita simples de DNA. Sao sequencias de 18 a 22 nucleotideos
sintetizados in vitro que vdo determinar o segmento a ser replicado. A sequéncia escolhida
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nos casos de identificacdo de microrganismos € parte de um gene conservado da espécie
procurada, sejam genes essenciais ao ciclo de vida ou o 16S ribossomal (PETTI et al., 2005).

A reacdo acontece em basicamente trés etapas: desnaturacdo da fita dupla de DNA
pelo calor, anelamento de cada primer a uma das fitas simples de DNA, e a extensdo e
polimerizacdo da fita, com a adicdo de nucleotideos e agdo da Taq (ERLICH, 1995).

A PCR comecou a ser utilizada a partir de 1980, como diagnostico alternativo aqueles
tradicionais para identificacdo de agentes infecciosos. Sua vantagem € a capacidade de
deteccdo do agente com alta especificidade e sensibilidade, sem a necessidade de que o
microrganismo se encontre vidvel na amostra bioldgica, tornando-se um método confiavel
para o diagnostico e monitoramento das doencas dos animais (HOFMANN, et al., 2008 apud
HAAS; TORRES, 2016).

Pequenas quantidades de DNA podem ser detectadas em amostras bioldgicas diversas,
como sangue, leite, fezes, secrecdes e tecidos por meio da PCR. Esta técnica vem tornando-se
cada vez mais rapida e com menor custo financeiro. A Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) recomenda a utilizacdo da PCR como meio diagndstico para diversas doencas

infecciosas, inclusive para transito internacional de animais (OIE, 2017).

1.7  Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram identificar, com uso da PCR, os animais infectados
com Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia spp. e Hepatozoon spp. que apresentavam
trombocitopenia no Hospital Veterinario da UFPB; avaliar a existéncia de coinfec¢cdes por
estes agentes e comparar 0s resultados com os diagnosticos feitos pelo exame de estiraco

sanguineo em lamina de microscopia.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostras

Foram selecionadas 88 amostras de sangue de cdes que apresentaram trombocitopenia
no hemograma solicitado pelo medico veterinario do Hospital Veterinario da Universidade
Federal da Paraiba. Foram separados 200 pl de cada amostra de sangue e armazenados sob
temperatura de -80°C até a extracdo do DNA. Em seguida, foram anotados os resultados da
pesquisa de hemoparasitas, daqueles que foram solicitados, para posterior compara¢do com a
analise molecular. A pesquisa direta de hemoparasita em estirago sanguineo periférico foi
realizada pelo laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio da UFPB, seguindo

protocolo determinado pelo laboratorio.

2.2 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir das amostras armazenadas, com a utilizacdo do kit
comercial G-spin™ Total DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em seguida foi aferida a concentragdo de DNA de cada
extragdo e realizada a diluicdo de cada amostra para uma concentragdo final de 20 ng/pl. As

amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o momento da realizacdo das reacoes.

2.3 PCR (reacdo em cadeia de polimerase)

As reacdes de PCR foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do
Hospital veterinario da UFPB. Em todas foram utilizados controles positivos e negativos para
avaliar a ocorréncia de contaminacdo e especificidade da reacdo. O controle positivo foi
obtido a partir da amostra de DNA do sangue de cdo positivo em exame de microscopia para
cada agente (E. canis, A. platys, Babesia spp e Hepatozoon spp), o negativo foi adicionado

agua no lugar da amostra.

2.3..1  Primers
As sequencias dos primers utilizados nas amplificacdes de cada genoma encontram-se

na tabela 1. A tubulina beta foi utilizada como controle enddgeno.
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Tabela 1. Lista de primers utilizados nas rea¢Ges para cada gene pesquisados.

Pares Referéncia/

Genes tSi(ejg Sequéncia (5°-3") de acesso no
base Genbank
Babesia spp. » CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 551 (ALMEIDA
18S rRNA 4 GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG etal., 2012)
Hep:‘;gzoon > GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 574 (ALMEIDA
18SsRNA <« ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG etal., 2012)
Ehrlichia canis » CATTATCATTTCAATACGTAACTC 959 FELEKetal.,
2003
VirB9 < [TTTGATTTTCTTCTGACATAGTG )
A”Sf’;g/ssma > AAGTCGAACGGATTTTTGTC 504  (GOTSCH et
165 IRNA < CTCTCCCGGACTCTAGTC al., 2009)
Tubulina Beta » CAGCAAGATCCGTGAAGAGT 123 BT030522.1
< ACCAGCTGATGGACAGAGAG

» = foward; € = reverso

2.3.2 PCR

Na mistura da PCR para foram adicionados 0,2 uM de cada primer, 1X de tampdo de
PCR (Quatro G), 2 mM de MgCl. (Quatro G), 200 uM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Eco diagnéstica), 1,25 U de Tag DNA polimerase (Quatro G), 80 ng de DNA (E. canis) ou
100 ng (A. platys, Babesia spp e Hepatozoon spp.) de gendmico da amostra a ser testada, e
H2>O para um volume final de 25 ul. As condi¢des de amplificagdo foram de 94°C por 3
minutos para desnaturacdo inicial, 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento do primer (a 56°C para E. canis, 60°C para A. platys, 51° para Babesia spp e 52°
para Hepatozoon spp.) por 30 segundos e extensdo a 72° por 1 minuto, seguido de extensao
final a 72°C por 5 minutos. Quando as amostras testadas tiveram resultados negativos para
todos os genes, foram submetidas a reacdo para amplificacdo da tubulina beta, usada como
controle enddgeno. As reacGes foram realizadas conforme descricdo acima, utilizando 80 ng
de DNA e temperatura de anelamento do primer de 60°C.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
corado com Neotaq Brilliant Green Plus (NeoBio), um DNA Ladder (100 pares de base —

Kasvi) foi adicionado ao gel para servir de padrdo para determinar o peso molecular dos
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produtos. O gel foi visualizado no foto documentador (L-Pix Chemi Molecular Imaging -
Loccus Biotec).

2.4 Analise dos dados

Em um total de 88 amostras foram feitas as contagens absolutas e relativas das
amostras positivas para cada hemoparasita e das amostras negativas para todas as doencas.
Em seguida foram calculadas as quantidades de amostras positivas para apenas uma doenca,
identificada qual a doenca e feita a contagem absoluta e relativa a este grupo de amostras. Foi
repetido o processo com as amostras positivas para duas e trés doencas.

Em relacdo aos dados coletados dos exames da pesquisa de hemoparasitas, esses
foram classificados em “Positivos para Hemoparasitose” (aqueles que tinham diagnostico ou
suspeita no exame de microscopia), “Nao solicitados” (aqueles em que o médico veterinario
néo solicitou) e “Negativos” (aqueles negativos no exame de microscopia). Foi realizada uma
contagem de quantas amostras classificadas em “Nao solicitados” e em “Negativos” foram
positivas para um ou mais hemoparasitas no exame da PCR.

Por fim, foi realizada uma comparagcdo com as amostras positivas em lamina e 0s
respectivos resultados da PCR, com objetivo de confirmar ou ndo o diagnéstico da

microscopia.

2.5  Aspectos €ticos
O projeto foi submetido & aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFPB sob protocolo n° 018/2017, e aprovado no dia 17/05/2017.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Verificou-se pelo exame da PCR que, das 88 amostras testadas, 78 (89%) foram
positivas para algum parasita. Do total 63 (72%) foram positivas para Hepatozoon spp., 39
(44%) para Babesia spp., 25 (28%) para E. canis, 13 (15%) para A. platys e dez amostras
(11%) foram negativas para todos os parasitas (FIGURA 1).
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Figura 1. Percentual dos hemoparasitas nos resultados obtidos no exame da PCR em amostras
sanguineas de cdes com trombocitopenia atendidos no Hospital Veterinario da UFPB, Areia, PB.

A frequéncia de amostras infectadas por Hepatozoon spp. neste trabalho foi superior
em comparacao com os resultados obtidos com a PCR por Chiareli (2009), que foi de 37,97%
e maior ainda que a de 3,63% relatada por Ramos et al. (2015). Este alto indice de animais
infectados por Hepatozoon spp. deve servir de alerta aos clinicos, ja que comumente a
manifestacdo dos sinais clinicos acontece somente apds imunossupressdo ou outra doenca
concomitante, e desta forma a infeccdo pode passar despercebida.

O percentual de amostras positivas para Babesia spp. neste estudo foi superior aos
encontrados por Lopes (2006) e Lemos (2009), que foi de 8% e 6,8%, nesta ordem,
utilizando-se 0 mesmo método diagndstico. A ocorréncia de E. canis foi menor do que as
observadas por Ueno et al. (2009) e Oliveira (2015), que foram respectivamente de 40% e
61% das andlises realizadas por PCR, porém compativel com Witter et al. (2013) que obteve
uma frequéncia de 23% de animais positivos na PCR. A ocorréncia de A. platys foi condizente
com resultados dos autores Santos et al. (2009) e Silva et al. (2012), que constataram, com

uso do diagndstico molecular, a ocorréncia de 14,9% e 19,4% de amostras infectadas.
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A ocorréncia de 11% de amostras negativas deste trabalho é baixa quando comparada
a de Oliveira (2015), da qual 20% ndo apresentavam hemoparasitoses. Ainda conforme o
autor, a trombocitopenia destes casos pode ser devido a infeccdes por outros agentes nédo
pesquisados que também levam a esta condicdo patologica ou a erros na contagem de
plaquetas, seja por descalibragem dos contadores automaticos, amostra com agregacdo
plaquetaria, homogeneizacéo ineficiente ou outro fator que induza & pseudotrombocitopenia.

Do total de 88 amostras, 32 (36%) foram positivas para apenas um agente, 30 (34%)
positivas para dois parasitas e 16 (18%) apresentaram-se positivas para trés microrganismos.

Nenhuma das amostras foi positiva para os quatro agentes simultaneamente (FIGURA 2).
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Figura 2. Percentual de amostras sanguineas com infecges simples, infectadas por dois parasitas e
infectadas por trés parasitas, de cdes com trombocitopenia atendidos no Hospital Veterinario da UFPB, Areia,
PB

Esta incidéncia de coinfeccbes € justificada pelo fato de que os hemoparasitas em
questdo apresentam vetores comuns, como 0s carrapatos R. sanguineos. Costa (2011) detectou
14,66% de infeccBes mistas em suas amostras com trombocitopenia, nimero bem abaixo do
encontrado neste trabalho.

Neste trabalho, os animais com infeccdo simples apresentaram uma média de 85,66 (+
72,62) plaguetas/ul os infectados por dois parasitas apresentaram uma média de 62,97
(£62,87) plaquetas/pl; e 0s que se apresentaram infectados por trés parasitas apresentaram
uma média de 73,56 (+58,52) plaquetas/pl. Segundo Costa 2011, estas coinfecgdes tem a
probabilidade de provocar seis vezes mais a trombocitopenia do que em infec¢des por apenas
um agente, o que nao foi observado nesse trabalho. No entanto, considerando o percentual de
coinfecgdes observadas, é aconselhavel utilizar métodos mais eficazes para diferenciar estas

infeccdes, com propdsito de uma melhor escolha terapéutica.
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De todas as amostras, 21 (24%) foram positivas apenas para Hepatozoon spp., cinco
(6%) para apenas Babesia spp. e seis (7%) para apenas E. canis. N&o foram observadas
amostras positivas apenas para A. platys. Das amostras se apresentaram positivas para mais de
um parasita simultaneamente, sete (8%) foram positivas para Hepatozoon spp. e E. canis, 14
(16%) positivas para Hepatozoon spp. e Babesia spp., cinco (6%) positivas para Hepatozoon e
A. platys, e quatro (5%) positivas para E. canis e Babesia spp. Houve ainda amostras positivas
para trés parasitas simultaneamente, tratando-se de oito (9%) positivas para Hepatozoon spp.,
E. canis e Babesia spp., sete (8%) positivas para Hepatozoon spp., Babesia spp. e A. platys, e

uma amostra (1%) positiva para Hepatozoon spp., E. canis e A. platys (TABELA 2).

Tabela 2. Resultado da PCR de hemoparasitas em amostras sanguineas de caes
trombocitopénicos atendidos no Hospital Veterinario da UFPB, Areia, PB.

N° de amostras % de amostras

Hemoparasitas positivas positivas
Hepatozoon spp. 21 24%
Babesia spp. 5 6%
E. canis 6 7%
Hepatozoon spp. e E. canis 7 8%
Hepatozoon spp. e Babesia spp. 14 16%
Hepatozoon spp. e A. platys 5 6%
E. canis e Babesia spp. 4 5%
Hepatozoon spp., E. canis e Babesia spp. 8 9%
Hepatozoon spp., E. canis e A. platys 1 1%
Hepatozoon spp., Babesia spp. e A. platys 7 8%
Nenhum hemoparasita 10 11%
Total 88 100%

Os resultados, em relacdo as coinfecgdes, pouco se assemelharam com os de outros
autores. Oliveira (2015) tambeém identificou infeccbes mistas em suas amostras, sendo que
12% foram positivas para Hepatozoon spp. e E. canis, 5% estavam infectadas por Hepatozoon
spp, E. canis e Babesia spp, e 8% foram diagnosticadas para E. canis e Babesia spp. Por outro

lado, Costa (2011) obteve percentuais menores em amostras trombocitopénicas. O autor
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detectou que 1,3% foram positivas para E. canis e Hepatozoon spp., 5,3% para E. canis e
Babesia spp., 4% para E. canis e A. platys, 0,6% para Hepatozoon spp, E. canis e A. platys, e
0,6% para E. canis, A. platys e Babesia spp. Estes resultados enfatizam a necessidade do
diagnostico molecular, afim de identificar os agentes causadores da infeccdo para que 0s
tratamentos empregados abranjam todos os parasitas envolvidos.

Das 88 amostras, 53 (60,2%) foram solicitadas para o exame de pesquisa de
hemoparasitas, e nas 35 (39,8%) restantes ndo houve a solicitacdo. Dos resultados do exame
de microscopia, 28 tiveram resultados positivos para um ou mais parasitas e 25 tiveram
resultados negativos. Foi feito um comparativo entre os resultados da PCR e os do exame de
pesquisa de hemoparasitas, afim de avaliar quantas amostras deixaram de ser diagnosticadas
pelo método da microscopia. Das 35 amostras ndo examinadas microscopicamente, 29 (82%)
foram positivas para pelo menos um parasita e das 25 tidas como “Negativo”, 21 (84%) foram

diagnosticadas no exame da PCR para algum parasita (TABELA 3.).

Tabela 3. Relacdo das classificacBes das solicitaces de exames de microscopia
comparados com os resultados da PCR para identificagdo de hemoparasitas em amostras
sanguineas de cdes com trombocitopenia atendidos no Hospital Veterinario da UFPB, Areia,
PB.

Pesquisa de Hemoparasitas PCR
o N° de resultados % de positivos relativa
Classificagdo no exame N° o . o
positivos a classificagcdo no exame
Positivo para Hemoparasitoses 28 28* 100%
Negativo 25 21 84%
N&o solicitado 35 29 82%

* Os resultados das 28 amostras positivas na pesquisa de hemoparasitas e na PCR
tiveram algumas divergéncias em relacdo a qual parasita estava presente na amostra.
Resultados serdo melhor detalhados na Tabela 4.

A divergéncia no numero de amostras negativas na microscopia e positivas na PCR
pode ser em razdo da baixa parasitemia em fases ndo agudas das doencas, que dificulta a
visualizagdo do agente no exame, ocasionando diagnosticos falso negativos (DANTAS-
TORRES, FIGUEREDO e BRANDAO-FILHO, 2006). Por isso a PCR €é considerada mais
sensivel, pois mesmo em baixa parasitemia tem a capacidade de identificar o DNA do parasita

no sangue, como constatou Valente (2014). O nimero de amostras nas quais nao foi solicitado
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0 exame de pesquisa de hemoparasitas e que foram positivas na PCR alerta a necessidade da
solicitacdo de um método diagnostico direto, tanto nos casos de trombocitopenia, bem como
nos demais.

A comparac¢do entre as amostras positivas no exame da lamina e os resultados da PCR
foi realizada afim de confirmar ou ndo a presenca do parasita no sangue do animal. Para a E.
canis, foram 14 positivos no exame da microscopia, dos quais, cinco (35,7%) foram
confirmados e nove (64,3%) nao confirmados na PCR. Em relacdo aos confirmados, quatro
deles apresentaram também outros agentes na PCR, e aos ndo confirmados, foram
encontrados outros hemoparasitas. Para A. platys foram diagnosticadas quatro amostras no
exame da pesquisa de hemoparasitas, porém apenas uma (25%) foi confirmada com a PCR,
mostrando-se positiva também para outro agente, as trés (75%) amostras ndo confirmadas
foram positivas para outras hemoparasitoses. Sete amostras foram diagnosticadas com
Babesia spp. no exame de pesquisa de hemoparasitas, porém cinco (71,4%) confirmadas,
sendo duas positivas apenas para Babesia spp e as outras trés positivas também para outros
agentes. As duas (28,6%) amostras ndo confirmadas foram positivas para outros
microrganismos. O Hepatozoon spp. foi visualizado em seis amostras, sendo cinco (83,3%)
confirmadas positivas também, para outras doencas. A amostra que ndo foi confirmada
(16,7%) com o exame da PCR apresentou positividade para Babesia spp. A tabela 4 detalha

os resultados acima descritos.
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Tabela 4. Tabela comparativa entre os resultados do exame de pesquisa direta de
hemoparasitas e os resultados da PCR para cada agente infeccioso diagnosticado em amostras
sanguineas de cdes com trombocitopenia atendidos no Hospital Veterinario da UFPB, Areia,
PB.

N° (%) confirmados na N° (%) ndo confirmados na
N° de amostras PCR PCR
Agentes .
: positivas em
pesquisados lAmina *
amina R . e
Infecces identificadas Infecgdes identificadas
5 (35,7%) 9 (64,3%)
E. canis 14 HE, E, HEA, B, B, H, HBA,
EB, HEB HBA, H, H, HA, HBA
4 1 (25%) 3 (75%)
A. platys HA H, H, HEB
5 (71,4%) 2 (28,6%)
Babesia spp. ! B, HB, HEB, HE, HEA
HBA, B
5 (83,3%) 1 (16,7%)
Hepatozoon spp. 6 HB, HB. HEB, B
HB, HA

*Trés amostras foram positivas para mais de uma doenca no exame da lamina. E = E. canis, B =
Babesia spp., H = Hepatozoon spp., HE = Hepatozoon spp. e E. canis, HB = = Hepatozoon spp. e Babesia spp.,
HA= Hepatozoon spp. e A. platys, EB = E. canis e Babesia spp., HEB = Hepatozoon spp., E. canis e Babesia
spp., HEA = Hepatozoon spp., E. canis, e A. platys, HBA = Hepatozoon spp., Babesia spp., e A. platys.

No estudo de Meneses et al. (2008), em quatro das 75 amostras suspeitas de erliquiose
foram observadas mérulas em esfregaco sanguineo, porém uma delas ndo foi confirmada na
PCR, correspondendo a 25% de resultado falso positivo no esfregago sanguineo. Ferreira et
al. (2007) compararam a analise microscopica de 15 animais com inclusdes intraplaquetarias
caracteristicas de A. platys com resultados da PCR, constatando que trés foram PCR
negativos, correspondendo a 20% falsos positivos no exame de microscopia. Valente (2014)
constatou que os resultados positivos para Babesia spp. no exame de pesquisa de
hemoparasitas foram todos confirmados pela PCR, porém houve diagndésticos falso negativos.
Na pesquisa de Rubini (2006) foi observado que em 17 (11,3%) das amostras foram

visualizados gamontes compativeis com Hepatozoon spp no interior de mondcitos e
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neutrdfilos, j& na PCR foram diagnosticados 80 (53,3%) amostras positivas para este agente,
sendo todas as amostras positivas em Iamina confirmadas por este método. Segundo Harrus e
Waner (2011) nem sempre as inclusdes observadas nas células sanguineas sdo efetivamente
morulas, mostrando a necessidade da confirmacdo por PCR. Esta pode ter sido a causa da
ocorréncia de resultados positivos no exame de pesquisa microscopica ndo confirmados no
exame da PCR, ou pelo fato de que muitos dos resultados dados pelo exame da microscopia
eram apenas suspeita de visualizacdo do agente. Outro possivel motivo de ndo confirmacéo
pela PCR é o caso de baixa concentracdo de DNA do parasita ha amostra sanguinea, sendo

insuficiente para amplificacdo na reacao.
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4 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que ha uma alta
prevaléncia de hemoparasitoses em cdes com trombocitopenia, sendo mais frequente a
presenca do Hepatozoon spp. A presenca de coinfeccbes deve ser considerada nos casos de
trombocitopenia e a confirmagdo do diagndstico por técnicas moleculares pode auxiliar na
escolha terapéutica mais efetiva.

O diagndstico da PCR mostrou-se mais sensivel e especifico quando comparado com o
exame de pesquisa de hemoparasitas por microscopia, revelando ser um método importante a

ser inserido na rotina de solicita¢cBes de diagnostico do Hospital Veterinario da UFPB.
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