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RESUMO

As hemoparasitoses caninas sdo doencas causadas por microrganismos,
transmitidas por carrapatos e comumente encontradas na clinica veterinaria de
pequenos animais. Essas doencas representam um problema histérico e emergente
em diversos paises do mundo, por sua alta prevaléncia, relevancia e por riscos a
saude publica, j& que algumas sdo consideradas zoonoses. O diagndstico desses
patdogenos é um grande desafio na Medicina Veterinaria o que o torna motivo de
diversos estudos. A medicina transfusional vem crescendo dentro das praticas
veterinarias devido a grande demanda e necessidade do uso de hemocomponentes
em doencgas especificas ou emergéncias. Esse aumento requer que os bancos de
sangue refinem seus protocolos de coleta e producdo de componentes sanguineos
para atender clinicas e hospitais. Dentro desse protocolo se encontra a triagem de
doadores de sangue, crescendo assim a preocupacdo em relacdo aos mesmos, que
passam por uma rigorosa triagem para serem aptos a doacdo, visando a nao
propagacdo de doencas infecciosas e cada vez mais oferecer um produto de boa
gualidade para o receptor. O presente trabalho avaliou a infeccdo por Anaplasma
platys, B. canis vogeli, Ehrlichia canis, R. vitalii e R. rickettsii em cées através do
diagnostico molecular e sorolégico e correlacionou com os dados encontrados no
hemograma durante a triagem para doacao de sangue. De 159 amostras analisadas,
8,17% (13/159) foram positivas em PCR para pelo menos um agente, sendo que 3
amostras apresentaram infeccdo concomitante. Ao exame sorologico o resultado foi
nao reagente para todos os agentes. Apenas 7 amostras (4,40%) apresentaram
alteracdo hematoldgica e dessas, apenas 1 estava relacionada ao agente Ehrlichia
canis. Os resultados obtidos por esta pesquisa serviram para entender a importancia
de uma boa triagem de doadores de sangue canino em relagdo aos principais
agentes infecciosos e compreender quais métodos diagndsticos podem auxiliar
neste processo de maneira pratica e rapida.

Palavras chaves: Rickettsia rickettsii, Rangelia vitalii, Babesia canis, Ehrlichia canis,
Anaplasma platys, triagem de doadores, hemoparasitoses.



ABSTRACT

Canine hemoparasitosis are diseases caused by microorganisms, transmitted by
ticks and commonly found in the veterinary clinic of small animals. These diseases
represent a historical and emerging problem in several countries around the world,
due to their high prevalence, generated and to public health risks, since they are
considered zoonoses. The diagnosis of these pathogens is a major challenge in
Veterinary Medicine, which is the reason for several studies. Transfusion medicine
has been growing within veterinary practices due to the great demand and need for
the use of blood components in specific diseases or emergencies. This increase
requires blood banks to refine their blood component collection and production
protocols to serve clinics and hospitals. Within this protocol is the screening of blood
donors, thus increasing the concern in relation to them, who undergo a rigorous
screening to be able to donate, taking the non-spread of infectious diseases and,
increasingly, a good quality product to the receiver. The present work evaluated the
infection by Anaplasma platys, B. canis vogeli, Ehrlichia canis, R. vitalii and R.
rickettsii in dogs through molecular and serological diagnosis and correlated with the
data found in the blood count during a blood donation screening. Of 159 analyzed,
8.17% (13/159) were positive in PCR for at least one agent, with 3 dissipated
concomitantly. Upon serological examination, the result was not reagent for all
agents. Only 7 defining (4.40%), altering hematology and of these, only 1 was related
to the agent Ehrlichia canis. The results obtained by this research served to
understand the importance of good screening of canine blood donors in relation to
the main infectious agents and to understand which diagnostic methods can assist in
this process in a practical and quick way.

Key words: Rickettsia rickettsii, Rangelia vitalii, Babesia canis, Ehrlichia canis,
Anaplasma platys, screening blood donor, hemoparasitosis.
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1. INTRODUCAO

As hemoparasitoses sao causadas por uma grande variedade de agentes que
afetam o cdo, animal doméstico que esta ha mais tempo servindo de companhia
para o ser humano (OTRANTO et al.,, 2009). Essas doencgas transmitidas por
carrapatos sdo causa importante de morbidade e mortalidade em cées (DANTAS-
TORRES, 2008) e esses patdogenos sao um problema emergente em todo o mundo
(GOTTLIEB et al. 2016).

As interacdes entre animais, seres humanos e o ambiente em que ambos
vivem fazem parte atualmente de um conceito de saude unificado, conhecido como
'One Health' (ROBERTSON et al., 2014). A populacdo canina em uma constante
crescente, o papel social que eles tém em paises desenvolvidos e sua relacao cada
vez mais estreita com 0s seres humanos representam preocupacfes com a saude
publica humana. Cdes sdo competentes hospedeiros do reservatério de varios
agentes zoonoéticos e podem servir como fonte de nutricdo para muitos artrépodes
(OTRANTO et al., 2009).

As doencgas transmitidas por vetores em animais de companhia possuem
ampla distribuicdo na América Latina. Mas, em contraste com essa ampla
distribuicdo, a disponibilidade e acessibilidade de dados sobre a ocorréncia das
diferentes doencas sdo muito diferentes para cada pais e muitas vezes escassos. O
fato de algumas das doencas e patdgenos discutidos possuirem carater zoonético
exige um forte apelo a prevengdo de doengas em animais de companhia e uma
abordagem de saude Unica para a regiao (MAGGI e KRAMER, 2019).

As infecgcbes hemoparasitarias representam um desafio diagnostico
importante, pois 0s sinais clinicos da maioria delas podem ser semelhantes. Além
disso, existe a possibilidade de um unico cao ser infectado com mais de um agente
em areas endémicas (OTRANTO et al., 2009, 2010). Nesse contexto, a relacao
entre o0 agente infeccioso, o vetor e a resposta imune do cao os expde ao risco da
infeccdo por essas enfermidades e vao conduzir a gravidade ou ndo dos sinais
clinicos (MOVILLA et al., 2017).

Para a confirmagdo diagnéstica deve-se incluir o historico de exposicdo a
carrapatos, sinais clinicos, achados do exame fisico e a confirmacgédo laboratorial,
apoiada por resultados de testes soroldgicos, citologicos e moleculares (OTRANTO

et al., 2010). As técnicas moleculares (PCR) se tornaram o método de elei¢do para a
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deteccdo de hemoparasitas em vertebrados e carrapatos, enquanto os testes
rapidos sorologicos utilizados na clinica de rotina ndo diferenciam infeccéo ativa de
exposicao precedente (AKTAS et al., 2015). Dessa forma constituindo-se um desafio
na rotina clinica de animais de companhia, em especial de cées.

Com o aumento no numero de doencas com a necessidade da terapéutica
envolvendo os hemocomponentes, as transfusdes de sangue estdo sendo
realizadas rotineiramente em hospitais veterinarios de pequenos animais; no
entanto, essas praticas sao insuficientemente relatadas na literatura e existem
poucos consensos para orientar os protocolos de transfusdo. Além disso, h&
controvérsia dentro da medicina veterinaria relacionada a triagem de doadores de
sangue, armazenamento de produtos sanguineos, métodos de coleta, administracao
e protocolos apropriados para monitorar e tratar reacdes transfusionais (PRITTIE,
2011).

Com essa rotina crescendo nas praticas veterinarias, observa-se uma maior
preocupacdo em relacdo aos doadores candidatos, que devem ser selecionados
para doencas infecciosas para minimizar o risco de transmissdo de doencas de
transfusdes de sangue (REINE, 2004).

1.1 Vetores

1.1.1 Parasitismo por carrapatos

Vérias espécies de carrapatos séo relatadas parasitando os cdes no Brasil.
Essa ocorréncia esta relacionada as caracteristicas epidemioldgicas particulares de
cada ambiente. Por exemplo, no caso de areas urbanas, a espécie mais comum em
cades € o Rhipicephalus sanguineus (carrapato comum do cédo) (LABRUNA et al.,
2001a; 2001b).

Na regido neotropical, carrapatos que parasitam animais silvestres sdo
relatados com grande assiduidade parasitando caes de areas rurais, tendo espécies
do género Amblyomma como principal (LABRUNA et al., 2000), concluindo que o
acesso livre dos cées as areas naturais ajuda a manter as populacdes desses
carrapatos (SZABO et al, 2001; QUEIROGAS et a. 2010). Além disso,
determinadas espécies de carrapatos tém preferéncias ambientais e especificidade

por hospedeiros, que sio variaveis de acordo com a espécie (SZABO et al. 2009).



14

Neste contexto, na regido Sudeste, existem relatos que as espécies
encontradas com maior frequéncia em cdes de area rural sdo Amblyomma
aureolatum, Amblyomma ovale e A. sculptum (publicado como A. cajennense)
(LABRUNA et al., 2001a, 2001b; MARTINS et al., 2016).

Os carrapatos sdo considerados 0s principais vetores responsaveis pela
transmissdo de patégenos para os animais domeésticos e silvestres, sendo assim, 0s
cdes apresentam um papel importante no transporte desses ectoparasitos,
fornecendo uma ponte para os agentes patogénicos entre ambientes naturais e
regides antropizadas (QUEIROGAS et al., 2010).

1.1.2 Rhipicephalus sanguineus

O carrapato R. sanguineus esta presente em todos os continentes do planeta
(exceto Antértida), onde parasita primariamente o cdo doméstico. Embora ele tenha
se originado na regido Afrotropical, sua distribuicdo quase cosmopolita se deve as
migracdes humanas pelo mundo, levando consigo o cdo domeéstico (WALKER et al.,
2000). A introducdo do R. sanguineus nas Américas pode ter ocorrido durante
colonizacdo européia a partir do final do século 15, ou anteriormente, baseado em
relatos de fosseis de cdes domeésticos no Peru, Bolivia e México datados de antes
do século 15 (LEONARD et al., 2002). De qualquer forma, € possivel que tenha
havido multiplas introducbes em diferentes paises do Novo Mundo, resultando em
diferentes recombinacdes génicas entre as populacdes estabelecidas (MORAES-
FILHO et al. 2011).

Devido a sua relevancia, € um dos carrapatos mais estudados por
pesquisadores, visto que é o vetor de varios agentes causadores de doengas, como
por exemplo, Ehrlichia canis (DANTAS-TORRES, 2008). Essa espécie é
reconhecida como vetor da R. rickettsii nos Estados Unidos da América (EUA) e no
México, sendo relatadas infeccbes em R. sanguineus por esse hemoparasito
também no Brasil (BUSTAMANTE e VARELA,1947; MORAES-FILHO et al., 2008).

No Brasil, R. sanguineus nao era encontrado nos estados de Minas Gerais,
Sé&o Paulo e na regido Sul até antes de 1906, quando ja era abundante na Bahia,
Sergipe, Maranhdo, Par4, Mato Grosso e em algumas localidades da cidade do Rio
de Janeiro. De 1910 em diante, esta espécie tornou-se mais abundante no Rio de

Janeiro e nos demais estados das regifes Sudeste e Sul (ARAGAO, 1911).
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Nas Ultimas décadas, tanto a prevaléncia quanto a intensidade das
infestacBes por R. sanguineus em caes vém aumentando. No Rio Grande do Sul,
por exemplo, este carrapato foi citado de baixa ocorréncia em 1947, tendo sido
encontrado em apenas 1 (1,29%) de 77 cides examinados (CORREA, 1955). Cinco
décadas mais tarde, este mesmo carrapato foi encontrado em 48,8% de 450 cées da
cidade de Porto Alegre (RIBEIRO et al., 1997).

Atualmente, R. sanguineus é considerado, juntamente com as pulgas, 0s

principais ectoparasitas de cdes em todo o Brasil (LABRUNA, 2004).

1.1.3 Complexo Amblyomma cajennense

O primeiro relato que se tem da espécie Ambyomma cajennense foi na cidade
de Cayena na Guiana Francesa (GUGLIELMONE et al.,2006) e é conhecido
popularmente como “carrapato estrela” no Brasil, com referéncia a sua fase adulta.

Estudos genéticos, morfolégicos, e biologicos feitos recentemente
demonstraram que o complexo Amblyomma cajennense é composto por seis
espécies de carrapatos, duas delas descritas no Brasil — Amblyomma cajennense
sensu strictu e Amblyomma sculptum (LABRUNA et al., 2011; NAVA et al., 2014).

No Brasil, carrapatos A. cajennense sensu strictu (s.s.) e A. sculptum foram
encontrados em areas de transicdo, compostas por biomas de Floresta Amazénica e
Cerrado, sendo 0 A. cajennense s. S. restrito a areas de bioma Amazénico, enquanto
o A. sculptum foi encontrado em regiées do Pantanal, Cerrado e Mata Atlantica
(MARTINS et al., 2016).

Em ambientes antropizados, as capivaras foram descritas como principais
hospedeiros silvestres. JA nas areas rurais do sudeste do Brasil, os principais
hospedeiros do A. sculptum s&o os equinos. (LABRUNA et al., 2001).

Os carrapatos do género Amblyomma séo os vetores da Febre Maculosa
brasileira (FMB), sendo consideradas as espécies mais importantes na transmissao
da doenca A. sculptum, A. aureolatum e A. ovale (MORAES-FILHO, 2017).

Os carrapatos da espécie A. sculptum é o vetor da FMB no interior do Estado
de Sdo Paulo e geralmente sdo encontrados em regibes de Cerrado e areas
degradadas, como pastos sujos, matas ciliares, cole¢des hidricas e em locais com
presenca de equinos e capivaras. Sua maior incidéncia se da de junho a setembro

com alguns casos esporadicos durante todo o ano (PINTER et. al, 2016).
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1.1.4 Amblyomma aureolatum

O carrapato Amblyomma aureolatum tem como habitat natural no Brasil
primariamente a Mata Atlantica, local que possui as condi¢gOes ideais de umidade e
temperaturas que ocorrem durante o ano todo (PINTER et al., 2004). Além do sul e
sudeste do Brasil, este ectoparasita apresenta grande distribuicdo pela América do
Sul, como Uruguai, nordeste da Argentina e leste do Paraguai (GUGLIELMONE et
al., 2003)

Nas areas de floresta, os carrapatos A. aureolatum adultos alimentam-se de
carnivoros silvestres (GUGLIELMONE et al., 2003). Em &reas rurais proximas as
florestas, esses carrapatos acabam alimentando-se em caninos domeésticos,
propiciando a transferéncia desses ectoparasitas dos cdes para o ser humano
(GUGLIEMONE et al., 2003; PINTER et al., 2004).

Na regido metropolitana da cidade de S&o Paulo, este carrapato é o principal
vetor da Rickettsia rickettsii, 0 agente etiologico da Febre Maculosa brasileira (FMB)
(DIAS e MARTINS, 1939; VALLEJO-FREIRE 1947; PINTER et al., 2004).
Comparado ao A. sculptum, este carrapato demonstra ser mais eficiente na
manutencao da R. rickettsii (SOARES et al., 2012). Porém nédo é capaz de manter
populacdes de carrapatos infectados pela transmissdo vertical, pois fémeas
ingurgitadas de Amblyomma aureolatum tiveram alta mortalidade e baixo
desempenho reprodutivo quando infectadas (LABRUNA et al., 2011).

Soares et al. (2018) relatam que a espécie A. aureolatum demonstrou
competéncia vetorial para R. vitalii, pois foi capaz de adquirir e transmitir o agente
entre caes domésticos. No mesmo estudo € relatado que o carrapato em questao
pode adquirir a infec¢é@o por R. vitalii pela alimentag&o dos estagios de ninfa e adulto
em caes infectados e mantida no vetor por transmisséo transovariana e perpetuacao

transestadial, tanto de larva para ninfa como de ninfa para adulto.
1.2 Medicina transfusional canina
As praticas na medicina transfusional canina vém crescendo rapidamente

nas ultimas décadas, refletindo o conhecimento e préticas utilizadas em

humanos. Conforme a necessidade e 0 uso dessa terapia aumentam, sera
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necessério a disponibilidade de doadores saudaveis (GIBSON e OGG, 2012).

A medicina transfusional vem se tornando cada vez mais acessivel e
introduzida na rotina das praticas veterinarias (REINE, 2004). A transfuséo
sanguinea é uma medida adotada em emergéncias para salvar vidas em
diversas ocasides, porém devemos lembrar que o procedimento tem seus riscos,
tais como reacgdes imunomediadas e ndo imunoldgicas tardias, como a
transmissao de patdgenos por meio do produto sanguineo, que por sua vez pode
ser evitada com uma rigorosa triagem dos doadores de sangue (WARDOOP et.
al. 2016).

1.2.1 Triagem para doacao de sangue

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo para selecionar um
doador de sangue canino, como por exemplo, peso, idade, raca, temperamento e
estado geral. Sdo aceitos para o programa animais acima de 25 quilos, com
idade inicial de 1 ano, podendo doar até seus 7 anos. Devem ser animais
tranquilos e de temperamento décil, o que pode estar ligado também a raca. A
avaliacdo clinica deve ser feita para selecionar o doador, levando em conta o
estado nutricional, estarem livres de ectoparasitas e com vermifugacdo e
vacinacdes atualizadas (MOROZ e VIEIRA; 2015; GIBSON e OGG, 2012).

Assim como na medicina humana, alguns cuidados devem ser tomados
para minimizar o risco de contamina¢do dos produtos sanguineos, culminando na
transmissdo de doencas. Estes doadores devem ser testados para doencas
infecciosas com o intuito de diminuir o risco de contaminacdo por meio da
transfusdo, que apesar de nao haver tantos relatos desse tipo na medicina
veterinaria, corre o risco de nao ser muito relatada (REINE, 2004). Apenas um
artigo foi encontrado relatando infeccdo pos-transfusdo sanguinea em um cao,
sendo o agente envolvido a Babesia gibsoni (STEGEMAN, 2003).

Segundo Wardrop et. al. 2016, os patdégenos testados para esses doadores
devem seguir pelo menos 3 critérios: (1) ser possivel causar infec¢do clinica nos
receptores apds a transfusdo; (2) ser capaz de causar infecgdo subclinica nos
doadores, a fim de serem considerados doadores saudaveis; (3) os patégenos

podem ser detectados por meio de cultura ou outro método diagndstico e; (4) a



18

infeccdo causada no receptor tem o potencial de se tornar uma doencga grave,
irresponsiva ou de dificil resposta ao tratamento antimicrobiano. Esse mesmo autor
relata também a respeito de uma triagem minima, envolvendo os seguintes agentes:
Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Babesia canis vogeli, Babesia
gibsoni, Bartonella henselae, Bartonella vinsonii, Ehrlichia canis, Ebhrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Leishmania donovani e Mycoplasma haemocanis.

Apesar da clareza em relacdo a importancia da triagem para doencas
infecciosas nos doadores, alguns pontos tornam-se criticos para que ela seja
realizada de forma competente, como por exemplo, a regido e os tipos de patdbgenos
mais observados, dificuldade na selecé&o dos testes e seus custos e 0 estado cronico
de algumas doencas (REINE, 2004). Vale ressaltar a importancia do conhecimento
em relacdo a localizacdo geogréafica atual e anterior desse animal, a fim de
relacionar a triagem para doencas infecciosas e areas endémicas para as mesmas
(GIBSON e OGG, 2012).

Diversos métodos diagndsticos estdo disponiveis para deteccdo de agentes
infecciosos na triagem de doadores. Os ensaios de PCR amplificam sequéncias de
DNA para cada agente e, quando positivos, indicam a presenca de infecgao,
tornando esse método potencialmente mais adequado para a triagem do que as
sorologias, pois estas detectam anticorpos, documentando a exposi¢do prévia ao
agente infeccioso, ndo indicando necessariamente uma infec¢cdo atual ou, quando
no inicio, podem apresentar-se soronegativos (TABAR et al., 2008;
CHANDRASHEKAR et al., 2010).

A doacao de sangue é essencialmente um processo altruista. Aqueles que
doam estdo em boa saude; por causa disso, eles sdo menos propensos a
necessidade de uma transfusdo de sangue si mesmos. No entanto, existem
beneficios diretos e indiretos para os doadores e suas familias. As familias de
potenciais doadores com sorologia positiva para doencas transmissiveis pelo
sangue sdo notificadas pelo banco de sangue para que seus cdes possam
receber avaliagdo e acompanhamento para descartar ou tratar as infecgoes,
essas que, de baixo nivel poderiam ndo ter sido detectadas até que causassem

dano substancial ao animal (DeLuca, 2006).

1.3 Hemoparasitos
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1.3.1 Anaplasma platys

A espécie Anaplasma platys pertence a Ordem Rickettssiales, Familia
Anaplasmataceae e Género Anaplasma (FERREIRA et al.,, 2008). S&o bactérias
gram-negativas, parasitas intracelulares obrigatérias de plaquetas, principalmente
em caes. Esse agente é responsavel pelo desenvolvimento de um quadro clinico
denominado trombocitopenia ciclica canina (DUMLER et. al., 2001).

Este hemoparasito foi descrito pela primeira vez em 1978 e nhomeado como
Ehrlichia platys (HARVEY et al., 1978), porém através da analise de um fragmento
do gene 16S do rRNA houve uma reorganizacdo taxondmica das familias
Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, sendo entdo renomeado como Anaplasma
Platys (DUMLER et. al, 2001).

O vetor do A. platys permanece incerto, porém existem diversas ocorréncias
de coinfeccbes com E. canis e B. canis, direcionando para o envolvimento do
carrapato R. sanguineus (HARRUS et al., 1997b; SANOGO et al., 2006). Além
disso, tanto R. sanguineus quanto outros géneros de carrapatos (Dermacentor e
Ixodes) tém sido descobertos naturalmente infectados em diferentes partes do
mundo (INOKUMA et al., 2000; MOTOI et al., 2001; PAROLA et al., 2003; SANOGO
et al., 2006; KIM et al., 2006).

O periodo de incubacdo da hemoparasitose é de 8 a 15 dias. A infeccao
caracteriza-se por ciclos de parasitemia e trombocitopenia que podem ocorrer com
intervalos de 10 a 14 dias. Na primeira fase parasitémica a trombocitopenia costuma
apresentar valores de até 20 a 50 mil plaquetas/uL de sangue, com muitas células
parasitadas (GREENE, 2006). Conforme a doenca vai se tornando crbnica, a
trombocitopenia diminui assim como a quantidade de células parasitadas,
dificultando a visualizagdo das inclusdes no esfregaco sanguineo (FRENCH et al.,
1983; DAWSON et al., 1991; TRAPP et al., 2006).

Grande parte dos caes infectados por esse agente é assintomatica
(CARDOZO et al., 2007). As manifestacBes clinicas mais frequentes que podem
ocorrer sao vomito, diarreia, linfoadenomegalia, depressao e perda de peso. Anemia
e leucopenia podem ser visualizadas nos exames laboratoriais (DAGNONE et al.,
2001; MACHADO et al., 2010).

O diagnoéstico pode ser realizado através da pesquisa de inclusdes em

esfregacos sanguineos, porém o hemoparasito nem sempre estara presente na
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amostra de sangue coletada, causando um falso negativo. Por ser uma doenca de
caracteristica ciclica, observar o microrganismo dentro das plaquetas quando o
animal esta infectado ndo é simples (FRENCH; HARVEY, 1983). Isso acontece
porque durante a infeccdo ha uma diminuicdo no numero de plaquetas, dificultando
a visualizagdo dos microrganismos. Essa baixa frequéncia de parasitos nos
esfregacos sanguineos torna esse método de diagnostico falho (HARVEY et al.,
1978; FRENCH; HARVEY, 1983; HIBLER et al., 1986, SWANGO et al., 1989).

Testes sorologicos também sao utilizados na pesquisa de anticorpos, o que
nem sempre vai indicar infeccdo clinica, mas apenas exposicdo ao agente
(RIKIHISA, 1991; WOODY e HOSKIN, 1991). A técnica de PCR possui alta
sensibilidade, especificidade e resultados rapidos.

O tratamento é realizado com antibidticos da familia das tetraciclinas como o
hiclato de doxiciclina e a tetraciclina (MIRANDA, 2010). Esses antibiéticos
apresentam acdo bacteriostatica, de amplo espectro (WALKER et al., 2012) e séo
semi-sintéticos sendo, a tetraciclina de acéo curta, e a doxiciclina de acdo longa. A
doxiciclina por ser lipossoltvel apresenta ampla distribuicdo nos tecidos (VALENTIN
et al., 2009).

1.3.2 Babesia canis vogeli

Sao conhecidas trés subespécies de B. canis (CARRET et al., 1999): B. canis
canis transmitida pelo Dermacentor reticulatus na Europa; B. canis vogeli,
transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus em regides tropicais e subtropicais e B.
canis rossi, transmitida pelo Haemophysalis leachi na Africa do Sul (TABOADA &
MERCHANT, 1991). A babesiose canina brasileira € uma doenca onde possui como
vetor o carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus, sendo causada por
hematozodrios do género Babesia que parasitam, preferencialmente, eritrcitos
jovens (MURASE et. al., 1993). As espécies Babesia canis e Babesia gibsoni sdo os
agentes etiologicos da doenca (CITARD et al., 1995; SCHETTERS et al., 1997).

Com relagéo a epidemiologia das subespécies de Babesia canis no Brasil, a
B. canis vogeli € a mais diagndstica em cées, quando comparada as outras
subespécies, independentemente da idade ou raga do animal (TRAPP et al. 2002;
DELL PORTO et al. 1993, PASSOS et al. 2005). Mas, em recentes estudos
moleculares realizados no pais também relatam casos da doencga causada pela B.
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gibsoni (TRAPP et al. 2006). S&o escassos 0s estudos, principalmente relacionados
a caracterizacdo molecular destes piroplasmideos nas diferentes regifes climéticas
do Brasil.

A doenca pode manifestar-se sob as formas subclinica, aguda, hiperaguda ou
cronica. A gravidade dos sinais e sintomas clinicos vai depender da espécie que
esta sendo responsavel pelo parasitismo, com a idade e, resposta imune do
hospedeiro (SCHETTERS et al., 1997). A forma aguda € mais observada quando as
infeccbes sao acometidas por B. gibsoni ou pela B. canis Rossi, podendo os animais
qgue forem acometidos irem a 6bito devido a doenca. A forma hiperaguda, que é
incomum, € mais observada em filhotes e normalmente esta associada a intensa
parasitemia do agente etiolégico e histérico de alta infestacdo por carrapatos. No
Brasil, a forma subclinica da babesiose canina é provavelmente a apresentacao
predominante nos caes infectados (LEISEWITZ et al., 2001).

As alteracBes sistémicas e sinais clinicos se apresentam na forma aguda
como anorexia, hipertermia, hematuria, ictericia, letargia, linfadenomegalia e
esplenomegalia. Na forma hiperaguda, além dessas alteracdes, pode ocorrer
choque, acidose metabdlica, coagulagéo intravascular disseminada, estase vascular
e hipoxia. J4 na fase crbnica, podem ser identificadas hipertermia intermitente e
hiporexia (VIDOTTO e TRAPP, 2004; FURLANELLO et al., 2005; DANTASTORRES
e FIGUEIREDO, 2006).

Em relacdo aos achados hematoldgicos, podemos encontrar uma anemia
normocitica normocrébmica, variando de leve a moderada e trombocitopenia
(FURLANELLDO et al.,2005; VILELA et al., 2013).

Os meétodos para diagnostico do género Babesia se baseia na observacao
direta do agente ou na deteccdo de anticorpos (TABOADA, 1998). Apesar da alta
especificidade do exame de esfregaco sanguineo, o diagndstico se torna totalmente
debilitado, pois este exame apresenta baixa sensibilidade devido a variacdo da
parasitemia e a ndo deteccdo do parasita ndo implica na auséncia de infecgcéo
(VERCAMMEN et al., 1995). A reagédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA
sédo técnicas utilizadas no diagndstico indireto da doenca, detectando anticorpos
séricos em animais portadores do agente etiologico (TABOADA, 1998;
VERCAMMEN et al., 1995). A técnica de ELISA é simples e sensivel, porém pouco
especifica, pois ha reacéo cruzada entre B. canis e B. gibsoni (BOBADE et al. 1989).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) também €& uma forma de
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diagnostico para detectar fragmentos de DNA de Babesia spp. e proporciona o
diagndstico em infec¢cdes agudas, subclinicas ou crébnicas mesmo nos casos de
baixa parasitemia (MACINTIRE et al., 2002).

1.3.3 Ehrlichia canis

Em diferentes partes do mundo, incluindo o continente americano, o carrapato
R. sanguineus é o vetor principal da bactéria Ehrlichia canis, agente etiologico da
erliquiose monocitica canina (EMC) (DUMLER et al. 2001). A EMC no Brasil vem
apresentando casuistica crescente em hospitais e clinicas veterinarias, sendo
considerada por muitos como uma das mais importantes doencas transmissiveis na
clinica de pequenos animais, principalmente pela elevada e disseminada infestacao
do carrapato vetor, pela inexisténcia de vacina, pela inexisténcia de imunidade
adquirida eficiente, e pela complexidade, e muitas vezes ineficiéncia, dos protocolos
terapéuticos (BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2003; AGUIAR et al. 2007).

No carrapato R. sanguineus, ha transmisséo transestadial de E. canis, mas
nao transovariana (GROVES et al., 1975; DUMLER et al. 2001). As larvas e ninfas
se infectam ao alimentarem-se em cdaes infectados na fase aguda da doenca,
mantendo-se infectadas até o estagio adulto (LEWIS et al., 1977). No carrapato o
microorganismo se dissemina em hemacitos, para a glandula salivar, e a infeccédo do
hospedeiro ocorre através das secrecdes salivares no sitio de alimentacédo do vetor
(HARRUS et al., 1997a).

A patogenia da erliquiose canina envolve um periodo de incubagdo de oito a
20 dias. A doenca é caracterizada por ser multissistémica, de sintomatologia
complexa, que varia na intensidade de acordo com as fases da doenca: aguda,
assintomatica (subclinica) e cronica. Em infecgbes experimentais, é possivel
diferenciar as trés fases, mas em animais naturalmente infectados, é dificil definir a
fase da doenga, uma vez que a apresentacao clinica e os achados laboratoriais sao
similares e a duragdo e severidade dos sinais clinicos € variavel (HARRUS et al.,
1997a; SANTAREM, 2003).

Durante o periodo de incubacéo os sinais clinicos sao inespecificos como
letargia, anorexia, prostracdo, perda de peso, linfoadenomegalia e hipertermia
(HARRUS et al., 1997c; BORIN, et al., 2009), diferente da fase aguda, em que os

sinais clinicos mais observados sao hipertermia, secrecdo ocular e nasal, anorexia,
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depressao, linfadenopatia, vasculite, sinais neuroldgicos (convulsdes e ataxia),
musculares e de poliartrite (GREENE e HARVEY, 1984). Petéquias, equimoses
cutdneas e em mucosas, epistaxe, claudicacdo, mialgias e alteracdes oculares
(uveite, retinopatias e conjuntivite) também podem ser observadas ainda na fase
aguda (BREITSCHWERDT, 2004; CASTRO et al., 2004). A letalidade é maior na
fase crbnica, podendo ocorrer exacerbacdo das manifestacdes clinicas da fase
aguda acrescidas de complicacbes (CASTRO ET AL., 2004; MYLONAKIS ET AL.,
2004).

O diagnéstico € feito com base na visualizagdo de moérulas em células dos
esfregacos de sangue periférico ou capa leucocitaria, sorologia, cultura de
microrganismos, imunoaglutinacdo e PCR (GREENE, 2006; DANTAS-TORRES,
2008), que pode ser realizado a partir de material genético extraido de sangue total,
medula 6ssea, linfonodos, soro e baco (HARRUS et al., 2004).

No Brasil, a EMC ocorre endemicamente em praticamente todas as cinco
regides, com frequéncias de infeccdo geralmente entre 20 e 50% em populacdes
caninas amostradas de forma aleatéria, sem suspeita clinica (LABARTHE et al.
2003, AGUIAR et al. 2007; COSTA Jr. et al., 2007; TRAPP et al. 2006; SANTOS et
al. 2009). No entanto, a regido Sul apresenta um Vviés, isto é, enquanto o estado do
Parana apresenta freqiéncias de infeccbes >20% (DAGNONE et al., 2003; TRAPP
et al., 2006), semelhantemente as demais regifes do Brasil, os Estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul apresentam frequéncias minimas, <5% (LABARTHE et
al., 2003; SAITO et al., 2008).

Em estudo feito por LABARTHE et al. 2003, no Brasil, 49,5% dos cées
testados positivos para E. canis ndo apresentavam sinais clinicos da infeccdo. A

regido Sudeste apareceu com 15,3% de assintomaticos (260/1162).

1.3.4 Rangelia vitalii

Rangelia vitali € um protozoario parasita do Filo Apicomplexa, Classe
Aconoidasida, Ordem Piroplasmida, familia Babesiidae. Até o momento ndo ha
informacgdes detalhadas disponiveis sobre o ciclo de vida no hospedeiro invertebrado
(carrapatos) e hospedeiros vertebrados (canideos). Em cdes domésticos, €
encontrado no sangue dentro dos eritrocitos, leucocitos, e livres no plasma,

enquanto nos tecidos parasita células endoteliais dos capilares sanguineos
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(SOARES et al., 2014).

A enfermidade pode manifestar-se de trés formas clinicas: forma aguda ou
ictérica, subaguda ou hemorragica e forma crbénica, sendo esta Ultima, leve ou
benigna (LORETTI e BARROS, 2004).

Os sinais clinicos descritos em cées com rangeliose incluem palidez de
mucosa, seguido de ictericia, febre intermitente, apatia, anorexia, emagrecimento
progressivo, esplenomegalia, hepatomegalia, linfoadenomegalia, edema subcutaneo
dos membros pélvicos e petéquias (FIGHERA, 2007). O sangramento através dos
orificios cutaneos e bordos das orelhas também sdo achados comuns no
parasitismo por R. vitalli (LORETTI e BARROS, 2004).

A hipotese da existéncia de reservatorios silvestres de rangeliose é baseada
em relatos, por esfregaco sanguineo, de piroplasmas em canideos das espécies
graxaim-do-campo (L. gymnocercus) (RUAS et al., 2005) e cachorro-do-mato (C.
thous) (PARAENSE; VIANA, 1948). Estas duas espécies sdo normalmente
encontradas parasitadas com carrapatos do género Amblyomma e em estudos em
laboratorios funcionam com hospedeiros para estes artropodes. Amblyomma
aureolatum, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma ovale e Amblyomma
cajennense sdo as espécies de carrapatos que foram encontradas parasitando
caninos acometidos pela infeccdo por R. vitalii (LORETTI et al., 2003; LORETTI,
BARROS, 2004; SOARES et al., 2011).

Em um estudo recente, foi relatado que a espécie A. aureolatum demonstrou
competéncia vetorial para R. vitalii, pois foi capaz de adquirir e transmitir o agente
entre cdes domeésticos, mas as espécies A. ovale, Amblyomma tigrinum,
Amblyomma cajennense e R. sanguineus ndo foram vetores competentes de R.
vitalii, pois ndo adquiriram a infeccdo apos se alimentarem em cées infectados. No
mesmo estudo é relatado que Amblyomma aureolatum pode adquirir a infec¢éo por
R. vitalii pela alimentagdo dos estagios de ninfa e adulto em cées infectados e a
infecc@o por este agente é mantida neste carrapato por transmissao transovariana e
perpetuacéo transestadial, tanto de larva para ninfa como de ninfa para adulto
(SOARES et al., 2018).

Fazer um diagndstico morfolégico para diferenciacéo de espécies néo é viavel
através do exame de esfregaco sanguineo, pois as formas intraeritrocitarias de R.
vitalii sdo morfologicamente muito similares ao piroplasma Babesia canis vogeli, que

também infecta cdes. Portanto o diagnostico molecular por PCR é o método de
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escolha para diferenciar essas espécies com sondas espécificas ou por
sequenciamento genético. (SOARES et al., 2011; LEMOS et al., 2012; SOARES et
al., 2018).

O tratamento preconizado para a doenca é a doxiciclina, o dipropionato de
imidocarb ou o aceturato de diminazeno. Tem-se empregado a mesma posologia
usada na terapia de outras protozooses e riquetsioses sanguineas de caninos, tais
como a Babesiose e a Erliquiose, além da instituicdo de corticoterapia e, quando
necessario, transfusdo sanguinea. A administracdo de corticoides tem sido
recomendada no tratamento da anemia hemolitica imunomediada secundaria
(BUCHELER et al., 1995).

1.3.5 Rickettsia rickettsii

O género Rickettsia compreende bactérias gram negativas intracelulares
obrigatérias, algumas com potencial zoonético em diferentes partes do mundo (YU e
WALKER, 2003). Recentemente, o género foi classificado em quatro grupos: Grupo
de Febre Maculosa (GFM), Grupo de Tifo (TG), Grupo de Transi¢cédo (TRG) e Grupo
Ancestral (AG) (FRITZ et al.,2009).

No Brasil, foram descritas até 0 momento sete espécies de Rickettsias: quatro
pertencentes ao grupo GFM, transmitidas por carrapatos (R. rickettsii, R. parkeri, R.
rhipicephallii e R. amblyommatis); uma transmitida por pulgas do grupo TGR
(Rickettsia felis); R. typhi pertencente ao grupo TG, também transmitida por pulgas;
e R. belli do grupo AG, relacionada com carrapatos (LABRUNA, 2009).

R. rickettsii € considerada a espécie mais patogénica (PAROLA et al., 2005),
sendo relatada em diferentes paises como Estados Unidos da América (EUA),
México, Canada, Costa Rica, Panama, Coldmbia, Argentina e Brasil (DUMLER e
WALKER, 2005; PADDOCK et al., 2008). A doenca causada por essa bactéria é
chamada de Febre maculosa das Montanhas Rochosas devido ao primeiro relatado
ter ocorrido na regido das Montanhas Rochosas nos EUA. No Brasil, é também
conhecida como Febre Maculosa Brasileira (FMB) (LABRUNA, 2009).

Além de A. cajennense, a espécie de carrapato A. aureolatum é reconhecida
como vetor de R. rickettsii na regido metropolitana de S&o Paulo, onde R.
sanguineus também é suspeito como vetor (LABRUNA, 2009).Em éareas de reserva

de Mata Atlantica do litoral paulista, o Amblyomma ovale é responsavel pela
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transmissao da doenca (SABATINI et al., 2010).

As capivaras no Brasil foram confirmadas como hospedeiros amplificadores
para carrapatos Amblyomma sculptum (publicado como Amblyomma cajennense),
pois desenvolvem uma rickettsemia longa (UENO et al., 2016; LABRUNA, 2009).

Entre os hospedeiros do A. sculptum, os cavalos ocupam um lugar de grande
importancia, assintomaticos, porém com titulagdes de IgG significativas e de longa
duracdo. Porém, ndo sao considerados amplificadores da bactéria devido ao periodo
de rickettsemia ser curto (UENO, 2016).

O A. aureolatum é encontrado em areas de Mata Atlantica das regides Sul e
Sudeste (PINTER et al., 2004). E o principal vetor da FMB na regido metropolitana
do Estado de Sdo Paulo (MORAES-FILHO et al., 2008), e em locais endémicos para
a doenca como o municipio de Mogi das Cruzes (EVANS et al., 2000).

Com a proximidade dos cées tanto em relacdo ao homem, quanto as areas
habitadas pelo vetor e pelos hospedeiros amplificadores das bactérias do género
Rickettsia, observou-se nesses locais altos titulos de anticorpos anti-R. rickettsii,
considerando assim os cdes como sentinelas na epidemiologia da FMB (CARDOSO
et al. 2006, CUNHA et al. 2014). Com isso, vem-se utilizando testes soroldgicos para
deteccdo de anticorpos contra antigenos do GFM em cédes de diferentes Estados
brasileiros, principalmente na regido sudeste do pais (HORTA et al. 2007,
MILAGRES et al. 2010, PACHECO et al. 2011, CUNHA et al. 2014).

Em um estudo recente de infeccdo experimental, cdes expostos a um isolado
brasileiro de R. rickettsii apresentaram febre, letargia, anorexia, anemia e
trombocitopenia; sendo que um deles também tinha lesdes oculares (PIRANDA et
al., 2008). Dois casos de Febre maculosa Brasileira em caes relatados por Labruna
et al (2009b) apresentaram diarreia, émese, hematoquezia, hipertermia, anorexia,
letargia e alteracGes neuroldgicas (ataxia e nistagmo). A Unica alteracéo laboratorial
relatada foi leucocitose. O diagnostico foi fechado através de analise molecular e
soroldgica (LABRUNA et al., 2009b).

Os métodos de diagnostico especificos incluem Reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFl) para pesquisa de imunoglobulinas IgM e IgG
(TAVARES, 2007); pesquisa direta da bactéria atraves de histopatologia/imuno-
histoquimica a partir de bidpsia de pele e petéquias, ou em materiais de necropsia -
lesbes de pele, pulméo, figado, baco, coracéo, cérebro e musculos (BRASIL, 2005);
e técnicas de biologia molecular (PCR) (TZIANABOS et al., 1989).
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Em cées, o tratamento deve ser iniciado o mais cedo possivel, com
antibioticoterapia especifica, pois quando realizado tardiamente pode néo ser eficaz

na prevencao de necrose tissular ou danos neuroldgicos (GASSER et al., 2001).

2. JUSTIFICATIVA

As hemoparasitoses representam uma parcela importante das enfermidades
encontradas na rotina dos clinicos veterinarios, fazendo parte das principais doencas
transmissiveis aos cdes domésticos. Por muitas vezes o diagndstico é feito através
de alteracGes laboratoriais como trombocitopenia e anemia somadas ao histérico de
contato com o carrapato.

O conhecimento dos patdgenos mais frequentes nas regides estudadas,
assim como a associacdo com o0s vetores mais encontrados nesse tipo de
ecossistema, auxiliam no esclarecimento da importancia da fase assintomatica das
hemoparasitoses e quais destes patdgenos realmente necessitam estar na triagem
de doacdo de sangue, assim como qual o melhor método diagndésitco utilizado para
esse tipo de atividade.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a presencga da infeccao

por Anaplasma platys, Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis, Rangelia vitalii e

Rickettsia rickettsii em cdes assintomaticos que participaram da triagem para
doacao de sangue.
3.2 Especifico

o Determinar a frequéncia de infeccdo por Anaplasma platys,

Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis, Rangelia vitalii e Rickettsia rickettsii em

caes assintomaticos;
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. Correlacionar os dados laboratoriais do animal com o

diagnostico molecular do parasito causador da doenca;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e periodo de realizacao

As amostras foram coletadas no periodo de Agosto de 2019 a Janeiro de
2020, de diferentes municipios do Estado de S&o Paulo, como Cotia, Sorocaba,
Santana de Parnaiba, S8o Bernardo do Campo, Peruibe, Ibilina, S&o José dos
Campos, Atibaia, Itapecerica da Serra, Sdo Roque, Mairipord, Embu das artes,

Jundiai e Guarulhos.

4.2 Caes

A amostragem coletada foi de conveniéncia, sendo utilizados 159 cées
assintomaticos, machos e fémeas de diferentes racas (Golden, Boxer, Rottweiler,
Cane corso, Doberman, Dogue Alemao, Seter dog, Pastor Alemdo, Akita e
Labrador), com idade entre 1 e 7 anos. Esses animais eram oriundos de canis das
regioes citadas, participantes de uma triagem para doacédo de sangue, seguindo 0s
critérios de triagem (tabela 1). Antes da coleta de sangue esses animais passaram
por um rapido exame clinico, aonde se observou coloracdo de mucosas, palpacao
de linfonodo e inspec¢éo a fim de detectar ectoparasitas. Nenhum animal apresentou

alteracdes e estavam livres de pulgas e carrapatos.

Tabela 1- Locais das coletas e numero de animais em cada regiao.

LOCAL NUmero de animais

Cotia 54

Sorocaba 9
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Santana de Parnaiba 7
S&o Bernardo 14
Peruibe 18
Ibiina 2
Mairipora 14
Sao José dos campos 4
Atibaia 10
Itapecerica da Serra 4
Sédo Roque 6
Embu das Artes 6
Jundiai 6
Guarulhos 5
TOTAL 159

4.3 Hemograma

As amostras de sangue foram colhidas por puncdo da veia cefalica, com
agulha descartavel 25X7, em tubos plasticos contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para a realizacdo do hemograma e em tubo sem
anticoagulante para a realizacdo do exame sorolégico. As amostras de sangue
foram processadas em analisador hematologico. O hematdcrito foi determinado por
meio da técnica de microhematdécrito e a contagem diferencial dos leucécitos foi
realizada em esfregacos de sangue corados, em microscopio optico em objetiva de
imersao (100X). Os parametros hematoldgicos reportados por Feldman et al. (2000)

serdo utilizados como valores de referéncia.

4.4 PCR

4.4.1 Extracado de DNA
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Os volumes foram acondicionados em tubos estéreis com anticoagulante
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e mantidos congelados em temperatura de -
4°C até a realizacdo do processo de extracdao do DNA.

As amostras de sangue total foram processadas individualmente a extracao
de DNA, utilizando-se o “kit” de extracdo “PureLink Genomic DNA Mini Kit”
(Invitrogen®, USA), conforme instru¢des do fabricante.

4.4.2 PCR em tempo real

Os materiais obtidos da extracdo foram analisados para E. canis pela
determinacdo da sequéncia de nucleotideos amplificados do gene dsb (tabela 2),
utilizando-se o0s oligonucleotideos iniciadores denominados Dsb-321 (5-
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA - 3), Dsb-671 (5 -
GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA - 3)), e a sonda TagMan (5-
AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA - 3) 5" FAM/BHQ - 1 3", especifica
para a espécie E. canis, conforme previamente padronizado (DOYLE et al., 2005).

Os materiais obtidos da extracdo foram analisados para R. vitali pela
determinacao da sequéncia de nucleotideos amplificados do gene hsp70 (tabela 2),
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores denominados senso Rv751-770 (5'-
GCG TAT CCC GAA GAT TCA AA- 3’); antisenso Rv930-911 (5’- AGT GAA AGC
GGT GCA ACA TC- 3); sonda TagMan [5’- 6-FAM (CCT TAT CAA ATC ATT CTT
C) MGB NFQ -3’]. Este par de primers corresponde a amplificagdo de um fragmento
de 179-pb do gene hsp70 de R. vitalii (SOARES, 2014).

Para deteccéo de Rickettsia rickettsii através de PCR, cada amostra de DNA
extraido de sangue total foi testada individualmente pelo protocolo de real-time PCR
descrito por Labruna et al. (2004). Este protocolo utiliza um par de primers (CS5 e
CS6) que amplificam um fragmento de 147 nucleotideos do gene citrato sintase de
Rickettsia spp, associado a uma sonda interna fluorogénica (5" 6-FAM — BHQ-1 3")
de 23 nucleotideos (tabela 2). Este protocolo de PCR mostrou-se sensivel o
suficiente para detec¢do de uma Unica copia do gene citrato sintase de R. rickettsii.
Os fragmentos amplificados foram sequenciados em seqienciador automatico de
DNA, conforme previamente descrito (Guedes et al. 2005).

Os materiais obtidos da extracdo foram analisados para Babesia canis vogeli

pela determinacdo da sequéncia de nucleotideos amplificados do gene hsp70
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(tabela 2), utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores denominados senso hsp70-
F (5'-GTCATCACTGTGCCTGCGTACT-3); antisensohsp70-R (5'-
GCATGACGTTGAGACCGGCAAT -3); associado a uma sonda interna fluorogénica
(5- Hex/AGCGCCAGGCCACCAAGGACGCT-3 -IABIkKFQ). Este par de primers
corresponde a amplificagcdo de um fragmento de 84-pb (pares de base) do gene
hsp70 de Babesia canis vogeli (Peleg et al. 2010).

As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos submetidas a variacfes
térmicas correspondentes a um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido por 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto, conforme descrito por Doyle
et al. (2005). A amplificacdo, aquisicdo e analise de dados foram realizadas através
do sistema de deteccdo multicolor para Real-Time PCR (7500 Real-Time PCR
Systems — Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA).

Tabela 2. Primers utilizados para deteccdo de DNA de A. Platys, B. canis

vogeli, E. canis, R. vitalii e R. rickettsii através da técnica de PCR em tempo

real.
PATOGENO PRIMERS GENE SEQUENCIA REFERENCIA
A. platys * Anl- 18s 5 CTCAGAACGAACACTGG-3’ KHATAT et al., 2017
rRNA 5CATTTCTAGTGGCTATCCC-3
An2-
B.canis hsp7 5'-GTCATCACTGTGCCTGCGTACT- PELEG etal., 2010
vogelit f 3
sp70

hsp7 5'-CATGACGTTGAGACCGGCAAT-3




32

E. canist Dsb-321 5'- DOYLE et al., 2005
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA
dsb
_3'
Dsb-671 .
5 -

GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA-3"

R. vitaliit Rv751- 5’- GCG TAT CCC GAA GAT TCA AA- 3 SOARES, 2014

Rv930-
5- AGT GAA AGC GGT GCAACATC-3

R. rickettsiit Citrato CS5 5’ GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGA LABRUNA, 2004

sintase T3
CS6

5’AGGGTCTTCGTGCATTTCTT3

1 PCR em tempo real

4.5 Snap 4dx plus®

O teste SNAP 4DX plus® € um ELISA disponivel comercialmente, usado
como triagem para deteccdo simultdnea de anticorpos contra Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis e Ehrlichia
ewingii e antigeno de Dilofilaria immitis no sangue total, plasma, ou soro de caes,
diagnosticando de forma rapida a confirmar a exposi¢cao de 6 patégenos transmitidos
por vetores em uma Unica amostra, fornecendo assim informacdes valiosas sobre o
risco relativo de doenca (Stillman et al., 2014).

Segundo a IDEXX Laboratorios Incorporacdo®, o teste possui acuracia de:
Dirofilaria immitis Sensibilidade 99.0% (94.3%-99.9%) — Especificidade 99.3%
(97.4%-99.9%); Anaplasma Sensibilidade 90.3% (85.8%—-93.7%) — Especificidade
94.3% (90.7%-96.7%); Ehrlichia Sensibilidade 97.1% (94.0%-98.8%) -
Especificidade 95.3% (92.7%-97.2%); e Borrelia burgdorferi Sensibilidade 94.1%
(88.3%—97.6%) — Especificidade 96.2% (92.9%-98.3%) (IDEXX, 2016).

Resumidamente, 3 gotas da amostra de soro foram misturadas com 4 gotas
de conjugado e aplicadas a matriz de fluxo, como descrito nas instru¢bes do

fabricante. O antigeno analito especifico (D immitis), se presente na amostra, se
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ligaria ao anticorpo contra dirofilariose - HRP. Da mesma forma, o anticorpo
especifico do peptideo (Anaplasma, E. canis, ou B. burgdorferi), se presente na
amostra, se ligaria a o conjugado peptideo-HRP. O teste foi entdo exposto a solucao
de lavagem e reagentes de substrato. O desenvolvimento de cor na area da

deposicao de complexos imunes indica um resultado positivo para os varios analitos.

5. RESULTADOS

5.1Resultados hematoldgicos

5.1.1 Hematocrito

Para interpretagcdo dos hemogramas, os resultados hematologicos foram
comparados com os valores de referéncia (MEINKOTH e CLINKENBEARD, 2000).
O hemataocrito foi considerado normal entre 37 e 55%, sendo valores inferiores
interpretados como anemia. A anemia foi classificada como leve (30-37%),
moderada (20-29%), severa (13-19%) e muito severa (menor que 13%).

Das 159 amostras analisadas, quatro apresentaram anemia (2,51%), sendo
trés classificadas como leves (1,88%) e uma moderada (0,62%) (tabela3).

A média de hematocrito dos animais foi de 46%. O valor minimo encontrado

foi de 29% e 0 maximo 55%.

5.1.2 Leucdcitos totais

O valor de leucécitos totais considerado normal foi de 6000 a 17000 células/pl
de sangue (MEINKOTH e CLINCKENBEARD, 2000). O valor minimo registrado
entre as 159 amostras foi de 3600/l e 0 mais alto de 28800/l.

Apenas um animal (0,62%) apresentou leucopenia (3.600/ul) enquanto outras
trés amostras (1,88%) observou-se leucocitose, variando de 18.400 a 28.800/ul. A

média de leucdcitos totais foi de 11.986/ul (tabela3).

5.1.3 Contagem de plaquetas

De acordo com os valores hematolégicos de referéncia para caes de
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Meinkoth e Clinkenbeard (2000), o numero total de plaquetas considerado normal
tem um intervalo de 200 a 500 mil/ul de sangue.
O maior valor de plaquetas do estudo foi de 476 mil/ul € 0 menor valor e Unico

trombocitopénico encontrado foi de 146 mil/ul (tabela3).

Tabela 3. Alteracbes hematolégicas encontradas em animais

participantes de triagem de doacado de sangue.

Animal Hemacia Hgb HT Proteina Leucécitos Plaquetas
(x 10° /uL) (g/dL) (%) (g/dL) (ul) (mil/pl)

9 4,89 11,3 34% 6 28.800 330.000
11 4,17 9,6 29% 10,4 5.500 240.000
21 5,76 13,3 40% 7 18.400 270.000
29 4,6 10,6 32% 11 3.600 200.000
30 5,76 13,3 40% 9,4 12.200 280.000
39 6,19 14,3 43% 6,4 20.000 390.000
152 4,08 10,5 35% 5,6 12.400 146.000

5.1.4 Avaliacdo do esfregaco sanguineo

N&o foi detectada microscopicamente em nenhum dos animais analisados a

presenca dos agentes em esfregago sanguineo.

5.2 Teste sorolégico (SNAP 4dx Plus)

Todos os animais do estudo (159 amostras) obtiveram o resultado nao
reagente para anticorpos contra Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys,
Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis e Ehrlichia ewingii e antigeno de Dilofilaria
immitis.

5.3 PCR em tempo real

De 159 amostras processadas, 13 foram positivas para pelo menos um
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agente (8,17%), sendo que sete (4,40%) foram positivas na PCR para Babesia canis
vogeli e nove positivas para E. canis (5,66%). 3 amostras foram positivas para B.
vogeli e E. canis.

Nenhuma amostra foi positiva para Anaplasma platys, Rangelia vitalii e
Rickettsia rickettsii (Tabela 4).



Tabela 4. Perfil sorolégico e hematoldgico de cées assintomaticos participantes de triagem de doacdo de sangue positivos para um ou
mais agentes infecciosos e seus locais de coleta.

Animal Hemacia Hgb HT Leucécitos Proteina Plaquetas PCR PCR PCR PCR PCR SNAP 4dx Local
(x10%/uL) (g/dL) (%) (ul) (g/dL)  (mil/gl) Anaplasma  Babesia Ehrlichi Rangeli Rickettsi Plus
platys canis acanis avitalii a
vogeli rickettsii

5 6,7 15,6 47% 13.900 7,0 280 Neg Pos Pos Neg Neg N&o reag Cotia

9 4,89 11,3 34% 28.800 6,0 330 Neg Neg Pos Neg Neg N&o reag Cotia

16 7,2 16,6 50% 10.600 6,4 210 Neg Neg Pos Neg Neg N&o reag Snt. Parnaiba
32 6,91 16 48% 8.100 6,4 251 Neg Pos Pos Neg Neg N&o reag Sorocaba
49 7,9 18,3 55% 12.500 6,4 226 Neg Neg Pos Neg Neg N&o reag Ibitina

59 6,91 16 48% 16.200 7,4 254 Neg Pos Pos Neg Neg N&o reag S. J. Campos
85 6,91 16 48% 9.700 7,2 200 Neg Pos Neg Neg Neg N&o reag Cotia
102 6,48 15 45% 15.400 6,4 320 Neg Neg Pos Neg Neg N&o reag Cotia
120 6,33 14,6 44% 14.200 7.4 300 Neg Neg Pos Neg Neg N&o reag Cotia
128 6,48 15 45% 11.800 7,0 305 Neg Pos Neg Neg Neg N&o reag Cotia
130 6,48 15 45% 11.600 7,4 370 Neg Neg Pos Neg Neg N&o reag Embu das Artes
133 6,91 16 48% 11.900 7,0 270 Neg Pos Neg Neg Neg N&o reag Embu das Artes
151 6,33 14,6 44% 6.900 5,6 230 Neg Pos Neg Neg Neg Né&o reag Peruibe

Pos: Positivo; Neg: Negativo; Nao reag: Nao Reagente; Snt. Parnaiba: Santana de Parnaiba; S.J. Campos: Sdo José dos Campos
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6. DISCUSSAO

Este estudo investigou a prevaléncia sorolégica e molecular, assim como
achados hematologicos em caes clinicamente saudaveis participantes de uma
triagem para doacdo de sangue canino. No total, 8,17% (13/159) dos animais
estavam infectados por um ou mais patdgenos, sendo que, 3 (trés) animais
apresentaram infec¢cdo concomitante. Em um estudo realizado na Italia com
animais candidatos a doadores de sangue revelou uma taxa consideravel de
exposicao a patdgenos transmitidos por vetores entre as populacdes de caes
(26,7%). Embora os tutores tenham relatado o uso de medicamentos contra
pulgas e carrapatos, seus animais tinham exposicao a patdégenos transmitidos
por vetores assim como os caes de rua (VASCELLARI et al., 2016). J4 no
Reino Unido, o baixo numero de resultados positivos na PCR para patdégenos
transmitidos por vetores obtidos, sugeriu que a prevaléncia desses agentes em
uma populacao de cdes saudaveis é baixa (1,52%) e que é improvavel que o
uso de hemoderivados represente um risco significativo de transmisséo destes
patégenos (CRAWFORD et al., 2013). No Brasil, o atual estudo é o primeiro
relacionando a importancia da triagem em animais doadores de sangue para
patdgenos causadores de hemoparasitoses.

Em animais doadores da Carolina do Norte (EUA) pelo teste de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), 9% dos candidatos a doadores de sangue
foram sororreativos a um ou mais patdogenos. A PCR foi utilizada neste estudo,
apresentando resultado de 6% positivos para Mycoplasma hemocanis
(BALAKRISHNAN et al., 2014). Os resultados do SNAP 4DX® para Anaplasma
spp., Ehrlichia spp., Borrelia burgdorferi e Dirofilaria immitis foram todos nao
reagentes, assim como no presente estudo, aonde todos os animais foram nao
reagentes para o teste sorolégico SNAP 4DX® plus.

Ndo ha muitos estudos sobre o desempenho de testes soroldgicos
rapidos comumente usados para patdbgenos caninos transmitidos por
artrépodes. Um trabalho feito em Hong Kong comparou um teste
imunocromatografico para essas infecgcdes com um painel de reacédo em cadeia
da polimerase (PCR) em cées sem sintomas clinicos. Ao final observaram uma
concordancia de 85,2% entre os testes. Os 24 discordantes ocorreram em

testes envolvendo Ehrlichia canis e Anaplasma platys, que pode estar
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relacionado ao tempo de infeccdo (WONG, 2011). No presente estudo
observamos concordancia de 100% relacionada ao agente Anaplasma platys,
descrito também por Balakrishnan et al., 2014; porém para Ehrlichia canis, 9
animais foram positivos na PCR e ndo reagentes no teste sorologico. Isto
provavelmente ocorreu porque o SNAP 4dx® Plus detecta sororreatividade de
valores de titulos acima de 160, sendo que animais com nivel de anticorpos
abaixo desse ponto de corte ndo reagem ao teste (GREENE, 2015).

O uso de testes em conjunto (sorologico e molecular) ndo so6 resulta na
deteccdo de exposicdo ou infeccdo de patégenos em um maior numero de
caes, como também auxilia na identificagdo de co-infecgcbes que seriam
perdidas caso apenas um método de teste fosse utilizado (MAGGI et. al., 2014;
VASCELLARI et al.,, 2016; BALAKRISHNAN ET AL., 2014). As questbes
relacionadas a clinica, terapéutica e até a saude publica representam um
cenario em que decisfes seriam tomadas erroneamente caso 0 uso de testes
sorologicos e PCR fossem realizados em paralelo (MAGGI et. al., 2014); como
em nosso estudo, em que cées seriam selecionados erroneamente se tivesse
sido usado apenas o0 método soroldgico, em que todos os animais foram néo
reagentes, porém quando usado em conjunto com a PCR obtivemos
positividade para os agentes B. canis vogeli (7/159) e Ehrlichia canis (9/159).

Quanto a R. vitalii, existem poucos estudos sobre a prevaléncia e
distribuicdo geografica da Rangeliose canina no Brasil. Em um estudo
prospectivo de 2 anos (2006-2008), esfregacos de sangue periférico e PCR
foram feitos para observar a presenca de piroplasmas de 103 cdes no Estado
do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, e em apenas 6 casos as amostras de
sangue deram positivo para o patdogeno por PCR (Lemos et al., 2012).
Recentemente, Silva et al., 2019, publicou um caso de rangeliose em S&o
Paulo. O animal residia em regido peri-urbana e tinha acesso a éarea de
fragmentacdo de Mata Atlantica. Apesar da importancia dessa doenca em
diagnésticos diferenciais para hemoparasitoses, nao foi encontrado estudos em
animais assintomaticos, dificultando entender sua importancia em doadores de
sangue. Vale ressaltar que cdes apresentam a doenca de forma muito aguda
(FIGHERA et al., 2010), sendo dificiimente relatada em animais sem sintomas
clinicos; como nos dados observados na presente pesquisa.

N&o ha relatos de infeccdes por Rickettsia rickettsii causando fases
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subclinicas persistentes em cdes (WARDROP 2016). Esse agente apresenta
curto periodo de bacteremia, sendo assim muito dificil em diagnosticar na PCR.
A auséncia deste patdgeno no estudo pode ter como justificativa o uso de
apenas um metodo diagnéstico para sua deteccdo, sendo a sorologia
considerada padrdo ouro para deteccdo do agente. A sorologia em animais
sentinelas como os caes é mais preconizada que o uso de testes moleculares,
ja que a deteccdo da bactéria no sangue é dificil. Isto se deve ao fato da
bactéria se multiplicar dentro de células endoteliais e um baixo numero destas
células é encontrado livre na circulagcdo em casos de doenca branda (GEORGE
et al., 1993).

Os animais com Erliquiose monocitica canina podem apresentar
pancitopenia ou reducdo de apenas uma linhagem celular, sendo mais comum
a trombocitopenia (THRALL, 2007), porém observa-se também a presenca de
anemia hemolitica, leucocitose ou leucopenia (HARRUS et al.,, 1997;
KEMMING et al.,, 2004; IRWIN et al., 1991; BOOZER et al.,, 2003; DE
CAPRARIIS et al., 2001; CODNER et al., 1992). A maioria dos animais do
estudo com infec¢do por erliqguiose ndo apresentaram alteracdo hematolégica,
sendo que o Unico animal com alteragcdo apresentou uma anemia leve e
leucocitose, como descrito acima.

A taxa de positividade molecular encontrada para Babesia canis vogeli
em cédes assintomaticos foi de 4,4%, coincidindo com Silva et. al. 2012, que
encontrou uma taxa de 3,33% de positivos na PCR de uma amostragem
randdmica. Outro trabalho feito com animais sintomaticos revelou um valor
muito parecido com esses. De 146 caes atendidos, 4,8% deles eram positivos
para o agente (SILVA et. al. 2016). A comparacdo com esses estudos feitos no
Nordeste brasileiro reforca a importancia da presenca da B. canis vogeli em
cédes assintomaticos e, principalmente da necessidade de inclusdo dessa
doencga em protocolos de triagem de doagao de sangue.

Os agentes a serem testados para a triagem de doagédo de sangue
devem seguir a prevaléncia dos mesmos em cada regido geografica, portanto,
os paineéis de teste acabam diferindo consideravelmente dependendo da regido
em que o banco de sangue opera. Outro ponto importante € que ndo ha um
acordo firme sobre a frequéncia dos testes exigidos. Um histérico deve ser
obtido em cada doagéo repetida e uma nova verificagdo completa deve ser
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feita em cédes que mostrarem qualquer sinal de doenca clinica desde a ultima
doacgéo (DelLuca, 2006).

7.CONCLUSAO

Conclui-se que existe a possibilidade de os animais serem portadores de
alguns agentes infecciosos sem apresentar algum sintoma clinico e alteracdo
hematolégica, o que leva ao banco de sangue a selecionar cautelosamente o
tipo de teste a ser utilizado nesta fase da infeccao.

No presente estudo, a inclusdo do teste molecular (PCR) no perfil
laboratorial de doadores de sangue se fez indispensavel, pois foi por meio
desta técnica que revelamos a presenca de 2 patdgenos em animais

assintomaticos.
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