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RESUMO

da SILVA, ALDENISE CAROLINE. Diagnéstico molecular dos casos suspeitos de
Anaplasma platys em felinos domésticos atendidos no Hospital Veterinario Universitario
da Universidade Federal de Campina Grande. UFCG, 2019. 28p. (Trabalho de Conclusao
de Curso em Medicina Veterindaria).

A anaplasmose é uma das principais hemoparasitoses que afeta cies e gatos, sendo mais
relatada em regides tropicais. Poucos trabalhos publicados descrevem em felinos as suas
principais alteragdes clinicas e hematoldgicas, como também, a positividade da enfermidade
através da PCR. O presente estudo teve como finalidade, a confirmacdo de casos suspeitos de
anaplasmose felina, através da PCR, no periodo de abril de 2018 a fevereiro de 2019, apds
evidenciacdo de moérulas em plaquetas de 32 gatos atendidos no HVU-UFCG. Os seguintes
parametros foram utilizados: idade, sexo, raca, e as principais alteracdes hematolégicas foram
avaliadas. As amostras de sangue total com anticoagulante EDTA 10% foram analisadas em
aparelho automatizado Poch 100-iv Diff (Sysmex, Brasil) e o diferencial leucocitirio
realizado em microscépio nos aumentos de 400 e 1000 vezes. Encaminharam-se as aliquotas
para a realizacdo da nested PCR que confirmou a presenca de Anaplasma platys em seis
amostras. Nos seis animais positivos, nenhuma alteracdo eritrocitdria com relevancia clinica
foi observada. Em dois felinos (33,3%) constatou-se leucocitose e dois (33,3%) apresentaram
trombocitopenia. A nPCR € de fundamental importancia para a confirmacgao do diagndstico de
anaplasmose naqueles animais que apresentaram inclusdes basofilicas plaquetaria no
esfregaco sanguineo. O estudo a seguir, é o primeiro diagnéstico molecular de A. platys em
felinos, realizado no estado da Paraiba.

Palavras-chave: Anaplasmose, Gatos, PCR.



ABSTRACT

da SILVA, ALDENISE CAROLINE. Molecular diagnosis of suspected cases of
Anaplasma platys in domestic cats treated at the University Veterinary Hospital of the
Federal University of Campina Grande. UFCG, 2019. 28p. (Course Completion Work in
Veterinary Medicine).

Anaplasmosis is one of the major hemoparasites that affects dogs and cats, and it’s more
commonly reported in tropical regions. Few published papers describe in felines their main
clinical and hematological alterations, as well as the positivity of the disease through PCR.
The present study had the purpose of confirming suspicious cases of feline anaplasmosis
through PCR, from April 2018 to February 2019, after evidence of platelet morulae from 32
cats treated at HVU-UFCG. Parameters of age, sex and race, as well as the main
hematological alterations were evaluated. Samples of whole blood with anticoagulant EDTA
10% were analyzed in automated apparatus Poch 100-iv Diff (Sysmex, Brazil) and the
differential realized in microscope in the manification of 400 and 1000 times. The aliquots
were run for the nested PCR that confirmed the presence of Anaplasma platys in six samples.
In the six positive animals, no clinically relevant erythrocyte abnormalities were observed. In
two cats (33.3%) leukocytosis was observed and two (33.3%) presented thrombocytopenia.
The nPCR is of fundamental importance for the confirmation of the diagnosis of anaplasmosis
in those animals that presented basophilic platelet inclusions in the blood smear. The
following study is the first molecular diagnosis of A. platys in felines, conducted in the state
of Paraiba.

Key-words: Anaplasmosis, Cats, PCR.
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1 INTRODUCAO

O numero de casos de felinos com presenga de moérulas em plaquetas na Clinica
Médica de Pequenos Animais (CMPA), do Hospital Veterinario Universitario Prof. Dr. Ivon
Macédo Tabosa (HVU) em Patos — PB, tem apresentado considerado crescimento.

Anaplasma platys, anteriormente conhecido por Ehrlichia platys, ¢ um micro-
organismo Gram negativo, o qual obrigatoriamente parasita as plaquetas e que se apresenta na
forma de mérulas em sangue periférico. Em cdes causa trombocitopenia ciclica, sendo mais
acentuada em casos graves. Nos gatos, existem poucos relatos sobre a infeccdo e a forma de
transmissdo ainda € incerta. Suspeita-se que o vetor seja o Rhipicephalus sanguineus
(carrapato marrom) por ser o responsavel pela transmiss@o para caes.

No Brasil, foram relatadas infeccdes em gatos pela A. platys em Pernambuco, Distrito
Federal e no Rio de Janeiro, havendo confirmacdo pela nested PCR (nPCR). O diagnéstico no
presente estudo foi dado a partir a visualizacdo de mérulas em plaquetas e a confirmacdo se
deu por nPCR. A pesquisa sobre o agente torna-se bastante relevante, uma vez que os animais
podem servir como fonte de infec¢io para outros animais e seres humanos, como relatados na
Venezuela em duas mulheres, mostrando assim, um potencial zoonético da doenca.

O presente trabalho teve por objetivo realizar nested PCR para confirmar os casos
suspeitos de anaplasmose em gatos atendidos no HVU/UFCG no periodo de abril de 2018 a
fevereiro de 2019. Este € o primeiro estudo molecular que demonstra a presenca de A. platys

em felinos no estado da Paraiba.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANAPLASMOSE

Anaplasma platys, anteriormente conhecida como Ehrlichia platys, € uma bactéria
Gram-negativa, pertencente a ordem Rickettsiales, que teve sua primeira identificacdo em
1978 ao ser descrita por Harvey et al. (1978) em cédes da Florida, determinando como a
causadora da Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC). Acredita-se que a
Anaplasmose ¢ transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus, que também ¢é
responsavel pela transmissdo de Babesia canis e Ehrlichia canis, através de secrecdo salivar.
Ap0s a década de 1970 foi relatada na Franca, Grécia e na Espanha inclusdes plaquetdrias em
esfregacos sanguineos de caes (ARRAGA-ALVARADO et al., 2003).

No ano de 1997, estudos conduzidos por Inokuma, Raoult e Brouque (2000)
demonstraram a presenca de A. platys em carrapatos coletados de cdes de vida livre na Ilha de
Okinawa no Japao. Geralmente as infecgdes por A. platys sdo relatadas geograficamente onde
existem infec¢Oes por E. canis, ocorrendo assim infeccdo por multiplos microrganismos que
supostamente sdo transmitidos pelo mesmo vetor (KORDICK et al.,1999; SUKSAWAT et al.,
2001).

No Brasil, a identificacdo de A. platys é realizada através da observacdo de moérulas
em plaquetas no esfregago sanguineo ou por método sorologico (SOARES et al., 2006;
RAMOS et al., 2009); no entanto, devido a baixa especificidade e sensibilidade, esses tipos
de diagndstico ndo determinam a prevaléncia do patégeno e em esfregago sanguineo, pode ser

confundido com E. canis (RIKIHISA et al., 2000; TAMI; TAMI-MAURY, 2004).

2.2 ETIOLOGIA

As riquétsias s@o bactérias Gram negativas intracelulares obrigatdrias, transmitidas por
artropodes (BREITSCHWERDT, 2014). Esses micro-organismos causadores da anaplasmose
sdo da ordem Rickettsiales, familia Anaplasmatacea, do género Anaplasma, denominadas de
A. platys a partir de 2001, quando Dumler et al. propds uma reorganizacdo dos géneros
(DUMLER et al., 2001). A. platys € relatada em todo territério brasileiro, porém poucas
publicacdes sdo descritas.

Os micro-organismos do género Anaplasma, através de um ciclo enzodtico,

permanecem no ambiente entre animais selvagens e carrapatos, tendo assim a capacidade de
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infectar seres humanos e animais domésticos, principalmente quando ocorre desequilibrio
ambiental devido a intervencOes humanas e naturais (RIKIHISA, 2003). Este agente foi
encontrado em duas mulheres na Venezuela, que apds retirarem carrapatos de seus corpos,
desenvolveram sinais clinicos e hematoldgicos sugestivos da doenca (ARRAGA-

ALVARAGO et al., 2014).

2.3 PATOGENIA

Apés a aderéncia do carrapato vetor, R. sanguineus. no animal, ocorre o repasto
sanguineo. O vetor necessita ficar fixado por algumas horas para o repasto, durante esse
periodo, a temperatura do carrapato se eleva e, assim, ha a ativacio do agente bacteriano que
ird se multiplicar e, dessa forma, suscitar a infec¢do. Na saliva do carrapato existem
componentes que inibem resposta imunoldgica do tipo Thl, auxiliando resposta Th2
facilitando assim a infecc¢do, onde, A. platys multiplica-se dentro da plaqueta formando as
morulas (AGUIAR, 2015). Existem diversos corpos elementares dentro de cada morula, que
se rompem e liberam os agentes que infectam novas células ocasionando repeti¢do do ciclo

(SANCHES, 2015).

2.4 SINAIS CLINICOS E ALTERACOES LABORATORIAIS

O curso da infec¢do varia de acordo com sua intensidade. No comeco, os animais com
A. platys sdao considerados assintomdticos, ou seja, apresentam uma infeccdo subclinica
(DUMLER et al., 2001; BEAUFILS et al., 2002; MATEI et al., 2016). No entanto, apds a
detec¢do em microscopio de A. platys em caes na Franca em 1980, foram observados graves
sinais clinicos como hipertermia, letargia, anorexia, e as vezes, sinais digestivos e disturbios
hemorragicos (BEAUFILS, et al., 2002). Comumente esses animais também apresentam
perda de peso e depressdo sendo a hemorragia, um sinal de trombocitopenia grave
(DOWSON et al., 1991; DAGNONE, 2002 apud MACHADO; DAGNONE; SILVA, 2010).

A infecgdo por A. platys, apOs 8 a 15 dias de incubacdo no cdo, caracteriza-se por ser
uma parasitemia ciclica plaquetaria, seguida de trombocitopenia e linfoadenomegalia difusa
(DAWSON et al., 1991). Os achados laboratoriais encontrados por Beaufils et al. (2002)
incluiram trombocitopenia, monocitose e, como teste complementar, varios animais foram
testados e demostraram soropositividade para A. platys na Reacdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI). No esfregaco sanguineo durante a infeccdo crdnica, sdo observadas poucas
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plaquetas parasitadas e trombocitopenia menos severa (FRENCH et al., 1983 apud

MACHADO; DAGNONE; SILVA, 2010; DOWSON et al., 1991).

2.5 DIAGNOSTICO

2.5.1 Esfregaco sanguineo

O esfregaco sanguineo € o diagndstico parasitolégico mais utilizado, onde sdo
observadas moérulas dentro do citoplasma de plaquetas quando se analisa amostra de sangue
total ou camada leucocitéria. Nesse ultimo caso, o sangue com EDTA ¢ centrifugado e entdo
se obtém a separacdo das camadas de plasma, leucdcito e eritrécito. E feito um esfregaco
ténue com a camada leucocitdria, corado com Giemsa, Wright ou pandtico. Dessa forma
torna-se mais facil a visualizacdo de moérulas do agente em plaquetas (DOWSON et al., 1991;

DUMLER et al., 2001; INOKUMA et al., 2001).

2.5.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI identifica os anticorpos para antigenos especificos de Rickettsia, no entanto
ndo diferencia infeccdo das diferentes espécies nas amostras. De acordo com Lester (2005),
este teste € utilizado para identificar a presenca de anticorpos atuantes contra antigenos de
superficie. Ocorre primeiramente uma reacao onde forma-se o complexo antigeno-anticorpo e
entdo utiliza-se um marcador FITC (Isotiocianato de Fluoresceina), ligando-se ao complexo, o
que permite a observagdo desta reacdo em microscopio de imunofluorescéncia.

Apesar de ser bastante especifico e ter alta sensibilidade, ocorrem alguns resultados
falso-positivos pela presenca de anticorpo apds o tratamento e cura. Também pode haver
resultado falso-negativo se o sangue for coletado no inicio da doenca, pois a presenca de IgG
s6 é detectada apds 8 a 10 dias da infeccdo, fazendo-se necessério a realizacao de dois testes
com intervalo de 4 a 8 semanas para detectar a variagio de IgG presente no animal (FERRAO

et al., 2006).

2.5.3 Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA)

O teste de ELISA é também utilizado para o diagnéstico de anaplasmose. E um teste

de fécil leitura, de baixo custo, rdpido e auxilia no diagnéstico clinico, no entanto o resultado
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se apresenta apenas como positivo ou negativo (SANCHES, 2015). Tem grande
especificidade e sensibilidade, assim como a RIFI, tendo ainda mais facilidade de realizacdo e
apresentando resultados mais rdpidos (MASSUNG et al., 1998; INOKUMA et al., 2001;
MACHADO; DAGNONE; SILVA, 2010). Porém, foi descrita uma reacdo cruzada em caes
PCR-positivos para A. platys, analisados com ELISA comercial para confirmagdo de

anticorpos de Anaplasma phagocytophilum (FERREIRA et al., 2008).

2.5.4 Reacao em Cadeia da Polimerase

A Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR resulta em amplificacdo do genoma de
DNA do parasita e € o exame de melhor diagnéstico, por fazer a deteccdo do DNA do agente
antes de ser formada a morula ou da soro conversdo. Para a deteccdo de A. platys € geralmente
utilizado o gene 16S rDNA, a partir do protocolo descrito por INOKUMA et al. (2001). Esse
teste € considerado mais rdpido e preciso quando comparado aos testes soroldgicos. Todavia,
a PCR exige a caracterizagdo molecular e o sequenciamento dos produtos dos testes, para que
tenha um resultado de maior sensibilidade (DAGNONE A. S., 2006).

Diversas formas de realizacdo da PCR sdo descritas. A PCR convencional ¢ mais
simples, apesar de sua sensibilidade alta, e demonstra resultados qualitativos (positivo ou
negativo) (DINIZ; GOMES; GOMEZ, 2018). Essa técnica consiste na replicacdo de forma
exponencial de material genético, a partir de um fragmento especifico de DNA, por meio da
enzima DNA polimerase e de iniciadores (primers), que faz a sintese complementar de uma
sequéncia especifica de DNA (MORITA et al.,, 2003; VALONES et al., 2009). Ap6s o
término da reacdo, realiza-se a eletroforese em gel de agarose e analisa e as bandas coradas
(moléculas de DNA) em transiluminador UV.

Ha também a RT-PCR (Reverse Transcription), que permite o estudo da expressao
génica, ou seja, a avaliagdo das proteinas produzidas em um determinado tecido. A RT-PCR
também pode ser utilizada para o diagndstico de microrganismos que possuem o RNA como
material genético. Essa técnica consiste na andlise do RNA, criando um DNA complementar
(cDNA) a comecar de um RNA mensageiro. A conversdao de RNA em cDNA ¢ realizada pela
enzima transcriptase reversa € tem como vantagem proporcionar maior resisténcia a
degradacdo. (DINIZ; GOMES; GOMEZ, 2018). O cDNA podera ser amplificado pelo método
convencional ou em tempo real.

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) permite a quantificacio de DNA e RNA

com maior eficdcia e sensibilidade, possui menor probabilidade de contaminacio, produz
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mais copias com maior facilidade e é mais preciso (MORILLO et al., 2003; VALONES et al.,
2009). Quanto maior a quantidade de material genético na amostra, menor ¢ o nimero de
ciclos necessarios para capturar o sinal fluorescente na reacdo. Se for estabelecida uma curva
de calibracdo da molécula alvo, o resultado apresenta uma quantidade absoluta de DNA
(DINIZ; GOMES; GOMEZ, 2018).

A Nested PCR consiste na realizacdo de duas etapas de PCR seguidas de eletroforese
para conferéncia das bandas positivas, e onde utiliza o produto da primeira reagdo como DNA
alvo para a segunda. Foi idealizado pela primeira vez na década de 1996, para o agente A.
platys e se mostrou o método mais sensivel e especifico para o diagndstico do mesmo. Sua
sensibilidade € 10 vezes maior que a PCR convencional, e possibilita a detec¢cdo do agente
mesmo com um baixo nivel de parasitemia plaquetdria. A aplicagdo desta técnica se mostrou
mais eficiente para a detec¢do de TCIC tanto na fase aguda como na cronica, e também para o

diagnéstico diferencial de trombocitopenia em caes (CHANG; PAN, 1996).

2.6 TRATAMENTO

Os antibidticos de eleicdo para o tratamento da anaplasmose sdo as tetraciclinas e seus
derivados (por exemplo, a doxiciclina), pois possuem maior eficdcia na eliminag¢do do agente.
Esta doenca limita a eficiéncia do tratamento devido a localizacdo da A. platys que estd
presente dentro de plaquetas (DOWSON et al., 2001; MACHADO; DAGNONE; SILVA,
2010). De acordo com Breitschwerdt (2014), as doses indicadas sdo 22mg/kg de tetraciclina
TID por 14 dias ou Smg/kg de doxiciclina BID durante 14 dias por via oral.

Pode ser usado ainda o dipropionato de imidocarb que demonstra ter bastante eficécia,
principalmente quando ha infec¢do simultanea por Babesia sp (DAGNONE et al., 2004 apud
MACHADO; DAGNONE; SILVA, 2010).

2.7 ANAPLASMOSE FELINA

Poucos relatos foram feitos até hoje sobre a infeccdo por A. platys em felinos
domésticos. Santarém, Laposy e Farias (2005) relataram pela primeira vez um caso de
infeccdo por A. platys na cidade de Presidente Prudente, Sdo Paulo, em uma gata que
apresentava morulas intraplaquetdrias em 7% de suas plaquetas, anemia normocitica

normocrdmica e trombocitopenia.
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Apenas em 2007 houve o diagnéstico molecular através de PCR, na amostra de sangue
de um felino de aproximadamente 10 anos de idade atendido em Recife, Pernambuco. Foram
visualizadas inicialmente mérulas em plaquetas e o animal apresentava anorexia, apatia,
andria e constipagdo, mas nenhum sinal clinico foi associada a infecc¢ao por A. platys (LIMA,
et al., 2010).

Apesar de ser bastante especifico, a PCR pode apresentar alguns resultados negativos,
porém ndo se deve descartar de imediato a infec¢do do animal. Resultados negativos podem
decorrer da baixa quantidade do organismo na circulagdo, tanto apds tratamento com
antibidtico, como por progressao da infeccao (LITTLE, 2010).

A transmissdo para o gato ndo € confirmada em nenhum dos trabalhos ja publicados,
porém acredita-se que o carrapato marrom (R. sanguineus) que € o principal transmissor do
patdgeno para os caes, seja também o responsdvel pela infeccdo dos felinos domésticos
(CORREA, 2011). Entende-se também que a infeccdo do felino pode ser dada através das
pulgas, uma vez que sdo vetores presentes em gatos com suspeita de Ehrlichia sp. (PEAVY et
al. 1997 apud CORREA et al. 2011)

Em alguns casos acredita-se que o felino ao cacar roedores, entre em contato com
artréopodes infectados com espécies de Ehrlichia spp. e dessa forma se infectando

(KAWAHARA et al. 1993, NICHOLSON et al. 1998).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DO ESTUDO

As amostras foram analisadas no Laboratorio de Patologia Clinica Veterindria
(LPCV), através da avaliacdo do hemograma e pesquisa de hemoparasitas, € no Laboratorio
de Biologia Molecular (LBM), através da realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), ambos pertencentes ao Hospital Veterindrio Universitario Prof. Dr. Ivon Macédo

Tabosa do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da UFCG, campus Patos.

3.2 EXAME HEMATOLOGICO

Amostras de sangue periférico de felinos suspeitos clinicamente, sem restricao de raca,

idade ou sexo, foram recebidas no LPCV apés colheita em tubos com anticoagulante EDTA

10% p/v, no periodo de abril de 2018 a fevereiro de 2019. Foram processadas no aparelho
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automatizado Poch 100-iv Diff (Sysmex, Brasil) e logo em seguida foi realizada extensdo
sanguinea, sendo corada com kit pandtico rdpido para andlise no microscépio nos aumentos

de 400 e 1000 vezes.

3.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Amostras de sangue total dos animais suspeitos apds avaliacdo hematoldgica, em que
visualizaram-se morulas intraplaquetdrias, foram encaminhas para o Laboratério de Biologia
Molecular do Semidrido (HVU-UFCG). A extracdo do DNA dessas amostras foi realizada
com Brazol®, seguindo a recomendacdo do fabricante, e, entdo, foram submetidas a técnica
nPCR, em que no primeiro ciclo usou 0,5 a 1,0 microgramas do DNA gendmico e utilizou-se
o primer ECC e ECB para amplificar um fragmento de DNA de 478 pares de base (pb) de
rRNA. Os primers utilizados nesta primeira reacdo podem amplificar DNA de E. canis, E.
chaffeensis, A. platys, A. bovis e A. marginale. Algumas amostras foram diluidas
(identificadas com:™ ) para descartar inibi¢ao da reagdo por excesso de DNA.

No segundo ciclo foi empregada um microlitro da primeira reacdo como matriz € o
iniciador EHPL sense e antisense para amplificar o fragmento 384 pb para Anaplasma platys
(Tabela 1). Como controle negativo (CN) foi utilizado dgua ultrapura no lugar do DNA e,
como controle positivo (CP), uma amostra sabidamente positiva (Tabela 2). Diagndstico

molecular (nPCR) adaptado de Rotondano et al. (2012).

Tabela 1- Sequéncia dos primers para o gene 16S rRNA utilizados na nested PCR.

. Agente A . . 5 25 Pares de
Primer etiolégico Sequéncia de Primer (5°-3’) base (pb)
ECC/ECB Ehrlichia AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 478pb

SPP- (13 a 490)
Anaplasma
Spp. CGTATTACCGCGGCTGCTGGC
EHPLsense A platys TTTTTGTCGTAGCTTGCTATGATA 384pb
EHPLantisense 7 TGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCA (49 a 432)

Fonte: Rotondano et al. (2012)



20

Tabela 2- Concentra¢do de componentes do Mix da nested PCR para identifica¢do do
geénero e espécie.

Concentracao

Substancia Inicial Concentracao Final 1x
H,O0 g.s.p. S0uLL
Tampao 10x Ix SuL
MgCl,* 50mM 1,5mM 1,5uL
dNTPs * 10mM 0,2mM luL
Primer sense 10uM 0,2uM 1uL
Primer antisense 10uM 0,2uM 1uL
Taq 5U/ uL 2U/reacao 0,4uLL

*MgCl,- Cloreto de Magnésio; # ANTPs- Desoxirribonucleotideos Fosfatados.

ApOs obtencdo da primeira reagdo contendo 45uL do mix em cada tubo e SuL do
DNA de cada animal, foi realizada a primeira etapa no termociclador, que ocorre em
diferentes tempos e temperatura. Foi usada a temperatura de 94°C por 5 minutos para a
desnaturagdo inicial do DNA, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 63°C por 30
segundos para a unido do DNA com o primer e 72°C para formacao de produto pelo tempo de
um minuto e por fim quatro minutos a 72°C para extensao final.

Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese, fazendo-se a
homogeneiza¢do de um microlitro do corante Blue green® e cinco microlitros do resultado do
produto da PCR, colocadas no gel de agarose a 1,5% contendo também um controle negativo,
colocando-se em seguida na eletroforese a uma voltagem de 800V, 400 mA e 70W por 40
minutos até o término, onde se pdde observar em transiluminados UV, quais foram positivas
ao género produzindo um produto de 478 pares de base.

As amostras positivas ao género foram entdo submetidas a segunda reacdo,
utilizandolpuLL de cada. Foram colocadas no termociclador primeiro a 94°C para a quebra do
DNA por 10 minutos e para desnaturagdo por 30 segundos. Entdo, utilizou-se 55°C por 30
segundos para anelamento do primer com o DNA, 72°C por 30 segundos para formacgao de
produto e por fim 5 minutos para extensdo final. Logo entdo a eletroforese foi realizada e

obteve-se o resultado de quais amostras eram positivas para a espécie Anaplasma platys.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Uma estatistica descritiva das alteracdes hematolégicas observadas foi realizada e
expressa na forma de percentual de acordo com o diagndstico molecular. Andlise estatistica
adicionais para diferenciar a acurdcia da andlise molecular ndo foi realizada em virtude do

numero reduzido de animais utilizados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 1.244 hemogramas em felinos foram realizados entre abril de 2018 e
fevereiro de 2019 no HVU-UFCG. Em 65 amostras foram observadas moérulas em plaquetas
(Fig. 1) apds avaliacdo microscépica do sangue em lamina corada com pandtico. Das 65
amostras, 32 foram encaminhadas para o LBM. A observacdo da mérula em plaquetas nao
pode ser o diagndstico para a enfermidade, pois segundo Mylonakis et al. (2003), as inclusdes
em células sanguineas pode estar relacionada a processos inflamatérios ou granulagdes mais
densas nas plaquetas, podendo confundir com moérulas na andlise em microscopio. Ramos et
al. (2009), em estudo com cdes, relata que também € possivel confundir com mdrulas de
Ehrlichia canis, uma vez que através de avaliagdo com nPCR confirmou que apenas um de
quatro cies com morula em plaquetas era positivo para A. platys e os demais para E. canis.

Das 32 amostras analisadas, 18 (56,25%) foram positivas para os géneros Anaplasma
spp. € Ehrlichia spp. apds primeiro ciclo da PCR. Na realiza¢do do segundo ciclo da nPCR
com as 18 aliquotas positivas na primeira etapa, apenas seis (18,75%) foram positivos para A.
platys. Correa et al. (2011), através de andlise por nPCR, encontraram 13,18% de felinos

positivos para 0 mesmo hemoparasita, em Campos dos Goytacazes-RJ.

Figura 1- Inclusdo basofilica em plaqueta
de felino doméstico.

Y h |
' .. .. ) ...‘

Fonte: LPCV-HVU-UFCG
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Os valores das alteragdes hematoldgicas encontram-se na Tabela 3. Dos 18 gatos
positivos ao género, apenas quatro apresentavam anemia € nenhum destes foi positivo para a
espécie A. platys. Dos animais positivos, pdde-se observar que nao houve alteracao
eritrocitaria significativa. Apesar de alguns autores relatarem anemia associadas a rickettioses
em felinos, Correa et al. (2011) e Lima, Aquino e Paludo (2017) ndo verificaram alteracdo de
eritrocitos relacionadas a infeccdo por A. platys, sendo um resultado semelhante ao desse

estudo.

Tabela 3 — Valores referentes as alteracdes hematoldgicas dos animais testados para A. platys.

nPCR para A. platys

Dados hematolégicos Positivos (n=6) Negativos (n=12)
Anemia normocitica normocrémica 0 2 (16,7%)
Anemia microcitica normocroémica 0 1 (8,3%)
Anemia macrocitica hipocromica 0 1 (8,3%)
Sem alteracao eritrocitaria 6 (100%) 8 (66,7%)
Leucocitose 2 (33,3%) 3(25%)
Sem alteracao leucocitaria 4 (66,7%) 9 (75%)
Trombocitopenia 2 (33,3%) 4 (33,3%)
Sem alteracao plaquetaria 4 (66,7%) 8 (66,7%)

Em relagdo a raga, idade e sexo, todos os seis animais tinham idade acima de um ano,
eram sem racga definida, possuindo trés (50%) machos e trés (50%) fémeas, mostrando assim
que ndo houve diferenca entre esses resultados quanto a infeccdo pelo agente. De 18 animais
positivos para género Anaplasma sp. ou Ehrlichia sp., seis (33,3%) apresentavam
trombocitopenia, sendo que essa alteracdo, na maioria dos casos, estd associada a agregacao
plaquetdrias, impossibilitando uma contagem fidedigna tanto do equipamento automatico,
como na visualizagdo no microscopio. Sendo assim, a trombocitopenia ndo pode ser associada
a infecgdo pelo agente neste estudo.

Um dos animais positivos para A. platys, apresentou neutréfilos toxicos significando
uma reacdo medular a alguma alteracdo sistémica, todavia, o paciente apresentava outra
patologia além da anaplasmose, ndo se podendo inferir qual a alteragdo leucocitdria estava
diretamente relacionada a hemoparasitose. Outro felino apresentou anisocitose moderada e
policromasia discreta, significando uma resposta medular a uma anemia, apesar dos indices

hematoldgicos apresentarem-se dentro dos valores de referéncia. Uma hipétese seria que a



23

anemia poderia estar mascarada por desidratacdo. Esse animal também apresentou leucocitose
e linfopenia, com linfécitos atipicos, granulares e reativos, e mondcitos ativados
demonstrando uma resposta inflamatoria.

Existem poucos estudos abrangendo a infec¢do de gatos domésticos por A. platys e
identificacdo através da PCR. No Brasil, o primeiro relato foi em Pernambuco, onde
acidentalmente, LIMA (2010) encontrou moérulas no sangue de um felino e fez o
sequenciamento do DNA que foi semelhante ao de cdes estudados em outros paises. Foram
feitos também, estudos epidemioldgicos que constataram incidéncias diferentes de animais
positivos: Correa et al. (2011) encontrou DNA em 13,18% de 91 gatos no Rio de Janeiro e
Lima, Aquino e Paludo (2017) observaram apenas 3,5% de positividade no Distrito Federal.

No presente trabalho, 18,75% (6) foram positivos, valor mais aproximado a Correa et
al. (2011). O material biolégico utilizado nos ensaios foi sangue total, que segundo
Rotondano (2012), é o que apresenta melhor resultado. Os valores desiguais encontrados entre
os estudos podem estar relacionados a diferentes fatores, como: método de PCR, primer e
material bioldgico utilizado. Nos trés casos, a nPCR foi realizada, porém os primers foram
dispares.

Na primeira reagdo, as 18 amostras apds a ciclagem e eletroforese que se mostraram
positivas, amplificaram um fragmento de 478 pares de base (fig. 2). Ap6s a nested PCR, onde
se utilizou 1uL do resultado da primeira ciclagem, foi realizada a eletroforese, obtendo-se o
resultado positivo de seis felinos, havendo amplificacdo do fragmento de 384pb (fig. 3). Os

primers utilizados nesta segunda rea¢cdo, amplificam DNA de A. platys.

Fig. 2- Amplificagdo do fragmento de 478 pb do gene 16S rRNA de Ehrlichia sp. e Anaplasma
sp. (PM — Peso molecular. CN — Controle negativo. CP — Controle positivo).

PM CN CP 01 04 07 10 12 24 28 34 34 35 36

“

Fonte: Prépria.
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Figura 3- Amplifica¢do do fragmento de 384 pb do gene 16S rRNA de A. platys. de
Ehrlichia sp. e Anaplasma sp.

PM 28 29 CN 30 31 32 33 34 CP

Fonte: Prépria.

Testes com nPCR negativos em felinos podem estar relacionados a cronicidade da
infeccdo e/ou sequestro esplénico dos organismos infecciosos, de modo que ndo é possivel
encontrd-los em sangue periférico e o animal ter a doenca de forma subclinica. Littel (2010)
afirma que o organismo pode estar em baixa presenca na circulagdo, impossibilitando assim
sua detec¢do, ou por inicio prévio de tratamento com antibiéticos. Outra possibilidade é que o
organismo ja tenha debelado a infec¢do, mas mantido titulos de anticorpos detectdveis no

sangue (BILLETER et al., 2007; CORREA et al., 2011).
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5 CONCLUSAO

A presenga de inclusdes plaquetdrias em esfregacos sanguineos de felinos, requer
confirmacdo diagndstica de anaplasmose através da realizagdo de testes complementares,
como a nPCR. Com base no diagndstico definitivo de gatos domésticos com a
hemoparasitose, mais estudos sdo necessarios para entender forma de transmissdo € como a

doenca se desenvolve em felinos.
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