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EPIDEMIOLOGIA DE Anaplasma platys EM CAES HIGIDOS NO MUNICIPIO DE
PORTO SEGURO, BAHIA

RESUMO

Anaplasma platys € uma bactéria com distribuicdo mundial, possuindo tropismo plaquetario,
tendo o cdo como hospedeiro reservatorio causando Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina
(TCIC). A transmissao do patdgeno ocorre durante o repasto sanguineo pelo carrapato marrom,
sugerido como principal vetor, Rhipicephalus sanguineus sensu lato. Objetivou-se neste estudo
determinar a ocorrénciade infeccdo por A. platys em cées higidos domiciliados, assim como a
identificacdo dos fatores de risco e o perfil hemato-bioquimico dos animais, em Porto Seguro,
Bahia, Brasil. Foram coletados 396 amostras de sangue de cées selecionados por conveniéncia
no periodo de marco a novembro de 2017. Um questionario foi aplicado aos tutores para
determinar os fatores de risco associados a infec¢do de A. platys. Os dados de hemograma
completo, leucogramae bioquimicaséricados animais foram submetidos ao teste t de Student.
A presenca de anemia, leucopenia e trombocitopenia associada a infecgéo de A. platys foram
avaliadas através do teste Qui-quadrado com correcédo de Yates. Os fatores de risco associados
a infeccdode A. platys foram submetidos a regressao logistica ndo condicional. As amostras de
sangue foram submetidas a extracdo e pesquisade DNA de A. platys através da técnica nested-
PCR. Observou-se uma prevaléncia de 38,63% (153/396). No modelo final as variaveis “acesso
arua” (Odds Ratio [OR] = 0,51; intervalo de confianca [IC]: 0,33 — 0,80; valor de p =0,003 e
“mora em zona urbana” ([OR] = 0,60; intervalo de confianga [IC]: 0,33 —0,76; valor p =0,001)
foram identificadas como fatores de protecdo. Por fim, a elevada positividade para A. platys
associada aos fatores de protecdo pode ser fundamental para futuras pesquisas compreenderem
a dindmica da transmissdo de A. platys, contribuindo na implementacdo de medidas de
prevencao e controle da doenca em caes, e possivelmente, em outros animais.

Palavras- chaves: Anaplasma platys; Céo; Fatores de protecdo; Frequéncia; PCR.



EPIDEMIOLOGY OF Anaplasma platys INHEALTHY DOGS IN THE
MUNICIPALITY OF PORTO SEGURO, BAHIA

ABSTRACT

Anaplasma platys is a bacterium with worldwide distribution, possessing platelet tropism, with
the dog as the reservoir host causing infectious cyclic thrombocytopenia in dogs (ICCT). The
pathogen's transmission occurs during blood feeding by the brown tick, suggested as the main
vector, Rhipicephalus sanguineus sensu lato. The aim of this study was to determine the
occurrence of A. platys infection in healthy domestic dogs, as well as to identify the risk factors
and the hematological-biochemical profile of the animals, in Porto Seguro, Bahia, Brazil. 396
blood samples were collected from dogs selected by convenience from March to November
2017. A questionnaire was applied to the guardians to determine the risk factors associated with
A. platys infection. The data from the complete blood count, leukogram, and serum
biochemistry of the animals were subjected to the Student's t-test. The presence of anemia,
leukopenia, and thrombocytopenia associated with A. platys infection was evaluated through
the Chi-squared test with Yates correction. The risk factors associated with A. platys infection
were subjected to unconditional logistic regression. The blood samples were subjected to DNA
extractionand search for A. platys through the nested-PCR technique. A prevalence of 38.63%
(153/396) was observed. In the final model, the variables "access to the street” (Odds Ratio
[OR] = 0.51; confidence interval [CI]: 0.33 — 0.80; p-value = 0.003) and "living in an urban
area" ([OR] = 0.60; confidence interval [CI]: 0.33 — 0.76; p-value = 0.001) were identified as
protective factors. Finally, the high positivity for A. platys associated with the protective factors,
can be critical for future research to understand the dynamics of A. platys transmission,
contributing to the implementation of disease prevention and control measures in dogs, and
possibly other animals.

Keywords: Anaplasma platys; Dog; Protective factors; Frequency; PCR.
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1 INTRODUCAO

A anaplasmose € uma hemoparasitose cujo agente etioldgico sdo Anaplasma sp., bactéria
Gram-negativa intracelular (STELLA et al., 2021) caracterizada por infectar principalmente
leucocitos e hemécias, formando agregados bacterianos Gram-negativos intracitoplasmaticos
ligados a membrana, chamados de mérulas. A depender do hospedeiro vertebrado possui tropismo
pelos eritrdcitos, mondcitos/macrofagos, granuldcitos ou plaquetas presentes no sangue periférico
(SILAGHI et al., 2017). Anaplasma platys possui distribuicdo mundial, sendo um microrganismo
plaguetario-especifico, tendo o cdo como hospedeiro reservatério (LABRUNA et al., 2005), e
causa a Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC), transmitida durante o repasto
sanguineo pelo carrapato marrom, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (GAUNT et al.,
2010).

Rhipicephalus sanguineos s.l. possui distribui¢cdo cosmopolita com capacidade de parasitar
animais silvestres (MARTINS et al., 2021), domésticos e humanos (DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006) e é o vetor bioldgico para os sequintes hemoparasitas:
Ehrlichia canis, Babesia vogeli, Anaplasma platys (PASCHOAL et al., 2020), Hepatozoon canis
(SPOLIDORIO et al., 2011). Indubitavelmente, a presencga do cdo, do homem e do vetor preocupa
tanto a satde publica como a medicina veterinaria (EL HAMIANI KHATAT et al., 2022).

Um cédo sem a devida protecdo contra ectoparasitas, permite o crescimento populacional do
carrapato, bem como o desenvolvimento de todos os estagios do vetor (SAINZ et al., 2015).
Instalada a parasitemia com A. platys, o cdo apresenta sinais subclinicos ou clinicos como febre,
letargia, anorexia, perda de peso, membranas mucosas palidas, petéquias, secrecdo nasal
mucopurulenta, distrbios hemorragicos e linfoadenomegalia. Além disso, nos achados
laboratoriais pode apresentar anemia, trombocitopenia, leucocitose e leucopenia, sendo 0s
distirbios mais comuns (BOUZOURAA et al., 2016).

Uma caracteristica especifica desta hemoparasitose no cdo é seu aparecimento ciclico
intraplaquetario, apresentando periodos alternados da manifestacdo clinica e laboratorial com
trombocitopenia ciclica (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978).

O exame hematoldgico do esfregaco sanguineo pode revelar inclusdes basofilicas de A.
platys nos trombdcitos, que podem ser confirmadas posteriormente por analise molecular,como a

PCR mesmo quando ndo ha anticorpos especificos para o patdgeno, essa confirmacéo € possivel
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(DYACHENKO et al., 2012). Além disso, a microscopia eletronica de transmissdo ajuda na
identificacdo ultraestrutural do organismo (ARRAGA-ALVARADO et al., 2003).

O presente estudo abordou a determinacéo dos fatores relacionados a infeccdo do agente
com potencial zoonotico, A. platys, em uma das principais cidades turisticas do Extremo Sul da
Bahia, com o objetivo de compreender a epidemiologia da Trombocitopenia Ciclica Infecciosa
Canina. Além disso, foi realizada uma analise do perfil hemato-bioquimico dos animais positivos
na deteccdo molecular de DNA de A. platys. Este estudo € pioneiro na investigacao deste patégeno
zoonotico no estado da Bahia, contribuindo para compreensao da epidemiologia da TCIC e suas

implicacdes para a salde publica e veterinéria.
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2 OBJETIVO GERAL
Determinar a frequéncia e fatores associados a Anaplasma platys em cdes higidos no

municipio de Porto Seguro, Bahia.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
— Determinar, por meio da nested-PCR, a frequéncia de Anaplasma platys em cées higidos
residentes da zona rural e da zona urbana de Porto Seguro, Extremo Sul da Bahia;
— Determinar alterac6es hematoldgicas e bioguimicas em cées infectados por Anaplasma
platys;

— Verificar os fatores associados a infeccdo por Anaplasma platys.
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4 REVISAO DE LITERATURA
4.1.1 Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina

4.1.2 Agente etioldgico

O género Anaplasma foi descrito pela primeira vez por Theiler (1910) quando encontrou
“manchas marginais” em eritrocitos de gado sul-africano. Ele denominou essas manchas como
Anaplasma marginale. Posteriormente, descreveu a subespécie A. centrale, presente no centro das
hemacias (KOCAN et al., 2003; PALMER, 2009; THEILER, 1911). Desde entdo, outras espécies
do género Anaplasma foram descobertas: Anaplasma ovis (LESTOQUARD, 1924), Anaplasma
bovis (DONATIEN; LESTOQUARD, 1936), Anaplasma phagocytophilum (JENKINS et al.,
2001), Anaplasma platys (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978; HARRUS et al., 1997),
Anaplasma odocoilei (TATE et al., 2013) e Anaplasma capra (LI et al., 2015).

Anaplasma platys é uma das oito espécies incluidas no género Anaplasma, na familia
Anaplasmataceae, ordem Rickttisales, classe Alphaproteobacteria, filo Proteobacteriae dominio
Eubacteria. E uma bactéria Gram-negativa, intracelular obrigatéria, pleomorfica, cocoide e
elipsoidal, possuindo 0,3-0,4 pum de didametro (LLANES; RAJEEV, 2020), possuindo tropismo
plaquetario em cées, provocando a Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC) (DUMLER
et al., 2001; ATIF et al., 2021). No esfregago sanguineo é caracterizada como pequena
Anaplasmataceae com coloragdo basofilica em vacuolos de plaquetas (DYACHENKO et al.,
2012), sendo o cdo hospedeiro reservatorio (LABRUNA et al., 2005).

O DNA de Anaplasma platys foi isolado pela primeira vez de amostras sanguineas de caes
infectados experimentalmente nos Estados Unidos das Américas (EUA). Este patdgeno resultou
nos animais TCIC com destruicao das plaquetas em periodo de oito a 15 dias ap6s inoculacdo. Tal
estudo possibilitou associar alteracdes hematoldgicas nos animais pos-infeccdo (HARVEY;
SIMPSON; GASKIN, 1978). Inicialmente, essa espécie foi denominada Ehrlichia platys com base
nas semelhancas bioldgicas e morfoldgicas com Ehrlichia canis (E canis) e A. marginale, sendo
classificada no género Ehrlichia. Entretanto, Anderson et al. (1992) compararam a sequéncia do
gene 16S rDNA obtida de E. canis com outras espécies do género Ehrlichia, através da
amplificacéo, clonagem e sequenciamento do gene 16S rDNA. Foi observado uma divergéncia na
sequéncia de RNAr 16S entre E. canis e E. platys, fornecendo bases sélidas para separacdo das

duas espécies. Posteriormente, Dumler et al. (2001), reclassificando rickettsias intimamente
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relacionadas na arvore filogenética, incluiu E. platys na familia Anaplasmataceae, género

Anaplasma e, desde entdo, como espécie Anaplasma platys.

4.1.3 Epidemiologia

Anaplasma platys predomina em areas subtropicais e tropicais, associando-se com a
presenca do vetor R. sanguineus sensu lato (s.l.) (IRWIN, 2002; PEREZ-MACCHI et al., 2019)
que também possui distribuicdo mundial (LABRUNA et al., 2005) e esta frequentemente associado
a E. canis por possuirem provavelmente o mesmo vetor (CICUTTIN et al., 2015; PEREZ-
MACCHI et al., 2019).

Anaplasma platys foi descrita em varias regides do mundo, incluindo América do Norte
(HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978); América Central (SANTAMARIA et al., 2014);
América do Sul (COSTA-JUNIOR et al., 2013); Norte da Africa (BEN SAID; BELKAHIA;
MESSADI, 2018); Sul da Africa (THEILER, 1911); Oriente Médio (SELIM et al., 2021); Asia
(MOKHTAR; LIM; TAY, 2013), Europa (SAINZ; AMUSATEGUI; TESOURO, 1999) e Oceania
(MARTIN et al., 2005).

De acordo com estudos realizados em paises da América Latina, foram encontradas as
seguintes prevaléncias: Col6mbia 16,1% (35/116) (MCCOWN et al., 2014), México 3,0% (3/100)
(ALMAZAN et al., 2016), Uruguai 4,2% (8/191) (CARVALHO et al., 2017), Panama 21,4%
(43/201) (SANTAMARIA et al., 2014), Venezuela 16,3% (7/43) (HUANG et al., 2005), Paraguai
10,67% (41/384) (PEREZ-MACCHI et al., 2019) e Costa Rica 6,3% (19/300) (ABREGO et al.,
2009).

No Brasil, A. platys foi identificado nas cinco regies geograficas através da técnica de
diagndstico molecular, a saber: Norte (BRANDAO et al., 2019); Nordeste (RAMOS et al., 2010);
Centro-Oeste (SOARES et al., 2017); Sudeste (SANTOS et al., 2009) e Sul do pais (PASCHOAL
et al., 2020). Esses estudos sugerem que A. platys é endémico no pais (COSTA-JUNIOR et al.,
2013) com prevaléncias entre 0,9% no Sudeste e 68,9% no Centro-Oeste (Tabela 1). Os resultados
variam conforme a metodologia utilizada na pesquisa (RAMOS et al., 2009), assim como, variaveis
categorizadas como vetor, hospedeiro, fatores abidticos e habitat (STICH et al., 2014).
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Tabela 1- Estudos de prevaléncia e frequénciade infeccdo por Anaplasma platys em cées diferentes
estados do Brasil

POPULACAO DE

TECNICA

LOCAL ESTUDO PREVALENCIA DIAGNOSTICA REFERENCIAS
JanE:(r)od(eR %) Clinica Veterinaria 0,9% (2/226)  Esfregaco sanguineo Macieira et al. (2005)
Rio de . . 14,8% (15/101) Esfregaco sanguineo .
Janeiro (RJ) Diferentes localidades 15.8% (16/101) Nested-PCR Ferreira et al. (2007)
. . L 21% (21/100)  Esfregago sanguineo
Recife (PE) Hospital Veterinario 5% (55/100) Nested-PCR Ramos et al. (2009)
_ . s 68,9% (53/77)  Esfregaco sanguineo .
Cuiba (MT) Hospital Veterinario 9.1% (7/77) NestedPCR Witter et al. (2013)
Rlbelgc;)Preto Hospital Veterinario 14,9% (33/221) Nested-PCR Santos et al. (2009)
Recife (PE) Hospital Veterinario  48,8% (100/205) Nested-PCR Ramoizegl"’(‘)')'
Porto Alegre CCZ e semi-domiciliados  14,1% (28/199) Nested-PCR Lasta et al. (2013)
(RS)
Belém (PA) CCZ e campanhavacinacdo 23,1% (64/276) Nested-PCR Branddo et al,
(2019)
Campo - o 0 Soares et al.
Grande (MS) Clinicas Veterinarias 9,9% (18/181) Nested-PCR (2017)
Ho?i(;lc?n te Zona rural 13,9% (23/165) gPCR Costa-Janior et al.
(MG) Zona urbana 5,1% (5/98) gPCR (2013
"o(r;fg;”a Domiciliados 19,4% (49/256) PCR Silva et al. (2012)
Graizrz ‘z,‘\’/l 8 ccz 1,6% (1/60) PCR Sousa et al. (2013)
Pato(fé‘;”co '\;?)?Ig;’&'sc'('gﬂog)e 32,9% (60/182) PCR Ribeiro et al. (2017)
P"‘E:/tlaTr;a' Domiciliados 7,2% (23/320) PCR Melo et al. (2016)
Lo(r:DdFSna Hospital Veterinario 15,1% (13/86) PCR Paschoal et al. (2020)
PCR = Reacdo em Cadeia da Polimerase; q°PCR = PCR em tempo real; RIFI = Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta; CCZ = Centro de Controle de Zoonoses; ONGs = Organizagdes néo
Governamentais.

A anaplasmose tem carater zoonético e pode ser diagnosticada em humanos, incluindo

profissionais veterinarios. Ha cerca de duas décadas, foram realizadas investigacGes para detec¢do
de DNA de A. platysem humano na Venezuela (ARRAGA-ALVARADO et al., 1999; JORDAN,
2002; TAMI; TAMI-MAURY, 2004). Em Grenada, uma médica veterinaria apresentou

enxaquecas, convulsdes e outras alteracfes neuroldgicas apds contato com vetores presente nos
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animais durante o trabalho. Apos a realizacao dos exames moleculares, foi amplificado DNA de A.
platys, juntamente com outros patdgenos provavelmente transmitidos pelo carrapato R. sanguineus
s.l. (MAGGiI etal., 2013). Breitschwerdt et al. (2014), conseguiram amplificar e sequenciar o DNA
de A. platys tanto no cdo quanto na tutora, porém nao na filha, que entre os membros da familia
foram as principais cuidadoras. Com isso, infecgfes em animais de companhia sugerem a presenca
do vetor infectado no ambiente, ao qual os humanos também podem estar expostos (DINIZ;
AGUIAR, 2022).

4.1.4 Fatores associados

Os principais fatores associados a infeccdo por A. platys sdo mudangas climaticas (BEN
SAID; BELKAHIA; MESSADI, 2018; RAMZAN et al., 2021), desmatamento, (RAMZAN et al.,
2021), faixa etéria, nimero de contactantes, atendimento veterinario, ectoparasiticidas (PEREZ-
MACCHI et al., 2019), sexo (BEN SAID; BELKAHIA; MESSADI, 2018), acesso a rua (SILVA
et al., 2012), carrapato (COSTA-JUNIOR et al., 2013) e raca (HARRUS et al., 1997) que podem
contribuir na transmisséo da anaplasmose.

Entre os fatores de risco, as mudancas climéticas sdo conhecidas pelos seus efeitos no R.
sanguineus s.l. Durante periodos frios, a fase parasitariado carrapato € prolongada, resultando no
atraso nas outras fases e diminuindo ocorréncia de novas infec¢des (GRAY et al., 2013).

De acordo com Costa-Junior et al. (2013), cdes localizados em areas rurais apresentam
maior frequéncia de infeccdo por A. platys durante o periodo de chuvas em comparacdo com
animais de areas urbanas. Além disso, eles também descobriram que ha maior infestacdo de R.
sanguineus s.l. nos cées localizados nas areas rurais com temperaturamédia anual acima de 20°C
e maior umidade, em comparacdo com cées inseridos em areas urbanas com temperatura média
anual abaixo de 17°C e menor umidade. Ao reavaliar os animais, foi observado maior incidéncia
de infeccéo por A. platys apenas em cidades com temperaturaacimade 20°C com maior umidade,
sugerindo a importanciado climana interferénciado comportamento do vetor para transmisséo de
A. platys.

Com efeito, as mudangas climaticas desempenham um papel importante na alteracdo do
comportamento e/ou selecdo da linhagem do carrapato presente na regido (GRAY et al., 2009).
Além disso, um dos principais fatores para a transmissao de doencas transmitidas por carrapatos

(DTCs) sédo desmatamento, perda de habitat, urbanizacéo, turismo e perda da biodiversidade. Tais
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acdes contribuem para 0 aumento de vetores, pois 0s carrapatos tém a capacidade de extensdo
mesmo que limitado (RAMZAN et al., 2021), em busca de alimento e condi¢gdes de microclima
ideais para seu desenvolvimento (GRAY et al., 2009).

Pérez-Macchi et al. (2019) identificaram que cées que possuiam contactantes da mesma
espécie apresentavam potencial fator de risco para infecgdo de A. platys, sugerindo que maiores
densidades populacionais contribuem para maiores infestagdes do vetor e, consequentemente
transmissao do patogeno.

Selim et al. (2021) avaliaram o impacto do uso de ectoparasiticidas no risco de infeccéo
por A. platys. Os resultados mostraram que 0 grupo que nado utilizou o tratamento apresentou-se
como um fator de risco para a infecgéo, corroborando os achados de Pérez-Macchi et al. (2019). A
auséncia do uso de acaricidas possibilita a exposicdo e a criacdo do habito nidicola do vetor
infectado, que mantém aproximadamente 95% do seu ciclo de vida no ambiente (DINIZ; AGUIAR,
2022).

Harrus et al. (1997) descreveram que a raca Pastor alemao é mais suscetivel a infec¢éo por
A. platys, e esse achado é corroborado por Selim et al. (2021), que também identificaram essaraca
como fator de risco ao compara-la com as racas Rottweiler e Pit bull. Além disso, racas de cédes
com pelagem longa séo propensas a infestacdes de carrapatos, pois a pelagem longa dificulta a
remoc&o durante a cogadura e a visualizacéo pelo tutor (SILVEIRA; PASSOS; RIBEIRO, 2009).

Estudos apontam a predilecdo de Rhipicephalus sanguineus s.l. por determinadas racas,
como no estudo de Louly et al. (2009), que notaram maior susceptibilidade daraca Cocker Spaniel
inglés em comparagdo com a raga Beagle. Possivelmente, a predilecdo por determinadas ragas esta
associado ao comportamento do animal, assim como fatores fisioldgicos e imunoldgicos
desencadeados durante o repasto sanguineo (DANTAS-TORRES, 2010).

Nos estudos epidemioldgicos de Silva et al. (2012), Costa-Junior et al. (2013) e Pérez-
Macchi et al. (2019), n&o foi observada associagao entre sexo dos cées e infecgéo por A. platys. No
entanto, Selim et al. (2021) identificaram o sexo feminino como fator de risco. De acordo com
Konto et al. (2014), as fémeas, apds o periodo de amamentacdo, podem adquirir um habito
sedentério, facilitando a exposi¢éo ao vetor infectado.

De acordo com Silva (2016), os animais com idade inferior a seis meses tém uma maior
probabilidade de estarem infectados com A. platys. O autor sugere que a maior susceptibilidade a

infeccdo nessa fase de vida é provavelmente devido a primo-infecgcdo com agente. Por outro lado,
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entre as faixas etarias os animais idosos apresentam maior probabilidade de infec¢do devido maior
ocorréncia de exposicdo ao longo da vida, assim com as reinfec¢Bes adquirem um sistema
imunologico com capacidade de resolucdo aprimorada frente ao patdgeno. No entanto, outros
estudos ndo observaram a idade como fator de risco (SILVA et al., 2012; COSTA-JUNIOR et al.,
2013; PEREZ-MACCHI et al., 2019; SARKER et al., 2021).

Caes de vida livre que circulam pelavizinhanga tém uma maior prevaléncia de ectoparasitas
devido a falta de tratamento com ectoparasiticidas e pela exposicdo aos carrapatos (DANTAS-
TORRES, 2010). Portanto, animais que tém acesso a rua podem participar desta exposicao
individualmente ou pelo agrupamento com outros cdes. No entanto, estudos realizados como de
Silva et al. (2012) e Pérez-Macchi et al. (2019) ndo encontraram associacao entre essa variavel e
infeccdo de A. platys.

No estudo conduzido por Selim et al. (2021), cdes sem acompanhamento veterinario foram
associados como fator de risco a infeccdo de A. platys. Este foi o Unico estudo encontrado que
identifica essa associacao, pois outros estudos como de Pérez-Macchi et al. (2019) ndo encontraram
essa relacdo. Curiosamente, eles notaram que a auséncia do acompanhamento do veterinario é um
fator de risco para outros membros da familia Anaplasmataceae, que também possui R. sanguineus

s.l. como vetor. Isso pode ser explicado o risco devido falta de cuidados com a salde dos caes.

4.1.5 Patogenia e aspectos imunologicos

Para o mecanismo de evasdo, A. platys possui habilidades de infiltracdo nas plaguetas do
hospedeiro, sendo o Unico patégeno que infecta plaquetas de cdo. As plaquetas sdo pequenos
componentes celulares anucleados derivados da medula éssea com fungdo de hemostasia. Logo, a
caracteristica trombocitopénica pode ser um agravante devido ao quadro critico dos trombdcitos
(plaquetas) disponiveis, levando a hemorragias (LLANES; RAJEEV, 2020).

As plaquetas atuam na hemostasia normal, inflamagfes, imunidade e cicatrizagdo de
feridas. S&o originarias de células-troncos pluripotentes, derivadas de megacaridcitos atraves do
processo de endomitose (DEPPERMANN; KUBES, 2018).

A familia Anaplasmataceae é composta por células reticuladas que se multiplicam por
fissdo binaria, formando morulas e realizam endocitose apds aderirem a superficie das plaguetas.

Posteriormente, apresentam-se em volta de dupla membrana, provavelmente derivada da
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membrana vacuolar, originada da membrana externa plaguetaria. Esse mecanismo permite a
replicacdo nos vacuolos plaquetarios (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978) (Figura 1).

Apesar de apresentar tropismo plaquetario, um estudo feito por Tommasi et al. (2014)
encontraram corpos de inclusdo e DNA de A. platys em precursores de plaquetas, especificamente
megacariocitos e promegacaridcitos, sendo corroborando por Latrofa et al. (2016). Quanto a
infeccdo, pode ser causada por transfusdo sanguinea (ALVIM et al., 2019), exposicdo natural e
inoculacdo experimental (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978), e possivelmente transmissao
vertical (LATROFA et al., 2016).
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Figura 1. Ciclo intracelular de Anaplasmataceae. As duas fases principais: uma forma vegetativa
(morulas) e uma forma infecciosa (células de nicleo denso). A fase vegetativa é alcancada através
da formacdo de células reticuladas replicantes no fagossomo, que ndo se unem ao lisossomo e
formam moérulas. Essas células reticuladas, amadurecem em células de ndcleo denso que sdo
liberadas através de exocitose ou lise da célula hospedeira. As setas indicam a transi¢do entre as
fases e RE representa reticulo endoplasmaético. Fonte: Pruneau et al. (2014) (Adaptado)

De acordo com Pruneau et al. (2014), as técnicas de “Omicas” (gendmica, protedmica,
metaboldmica e transcriptdmica) podem ser utilizadas para compreender a patogénese das bactérias
Anaplasmataceae. Eles destacam que essas técnicas permitem uma melhor compreensao da
interacdo entre a bactéria e 0 hospedeiro, bem como a identificagdo de novos alvos terapéuticos.
Além disso, mencionam estudos recentes que utilizam essas técnicas para caracterizar a resposta
do hospedeiro a infeccdo por Anaplasmataceae e discutem como podem ser utilizadas para o

desenvolvimento de novos tratamentos e vacinas.
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Lai et al. (2011) com uso da técnica genémica conseguiram clonar o locus de expressédo da
proteina presente na membrana externa de A. platys. Esse estudo revelou a existéncia de uma
populacdo mistade alelos P44 de A. platys e demonstrou que o par de iniciadores p44 HVF e HVR
podem ser usados para obter um repertorio mais completo de sequéncias p44 de A. platys em varias
regiBes geogréficas, permitindo o estudo da diversidade do antigeno P44 entre as cepas de A. platys.
Essa descoberta impulsiona novas investigacbes sobre o tropismo da célula hospedeira de
Anaplasma spp.

As informacdes sobre o tropismo das Anaplasma spp. para tipos especificos de células em
seus hospedeiros ainda sdo escassas. Isso também se aplica para A. platys, que pode modificar a
expressdo de moléculas de superficie reconhecidas pelo sistema imunoldgico, uma vez que as
plaguetas possuem receptores de superficie e de reconhecimento de padrdes, como TLR2 e TLR4.
Além disso, o0 mecanismo pelo qual A. platys entra nas plaquetas e, consequentemente, causa
trombocitopenia ciclica, ainda é pouco compreendido (DEPPERMANN; KUBES, 2018).

Em estudo recente foi realizado o primeiro rascunho do genomade A. platys, trazendo novas
evidéncias em relacdo a auséncia de uma proteina importante para a sobrevivéncia em ambientes
frios. Esse estudo também identificou diferencas significativas no nimero e na organizacdo dos
genes ao comparar com outras Anaplasma spp., lancando bases s6lidas sobre a biologia de A. platys
(LLANES; RAJEEV, 2020).

4.1.6 Alteracdes laboratoriais

A infeccdo por A. platys pode causar anormalidades laboratoriais, principalmente TCIC
associada concomitante com anemianormocitica normocrémica leve a moderada ndo regenerativa
(SAINZ et al., 2015), monocitose, hipoalbuminemia e macroplaquetas (HARVEY; SIMPSON;
GASKIN, 1978).

Consequentemente, ap0s infeccdo por A. platys, pode ocorrer trombocitopenia ciclica
concomitante a episodios parasitémicos durante periodo de sete a 14 dias durante a infec¢do aguda
(HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978). Além disso, no estudo feito por Gaunt et al. (2010), no
qual caes foram inoculados com A. platys e E. canis em cées, foi sugerido que 0 mecanismo
patofisiologico desencadeado pela A. platys ocorre diferentemente da E. canis, pois a diminuicao
da concentracdo plaquetaria ocorre em um periodo mais curto em resposta aos patdégenos. No
entanto, é importante ressaltar que os resultados desse estudo podem ter sido afetados por diferentes

cepas de A. platys, dosagens ou isolados especificos. Outro aspecto relevante sobre A. platys € que
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este agente interage especificamente com as plaguetas, afetando a meia-vida circulante dessas
células (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978).

A remocao plaguetaria do organismo ocorre pela sua eliminagéo através baco, figado,
medula (EDDLESTONE et al., 2007), bem como devido a diminuicdo pela lesdo direta do
patégeno em replicacao (fase inicial) e dos macrofagos pelo mecanismo imunomediado (anticorpos
antiplaquetarios) nas trombocitopenias ciclicas (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978).

Dentre as possiveis alteracGes laboratoriais, Kelly et al. (2013) observaram que 0s cédes
positivos para A. platys pelo teste de imunocromatografia e pela PCR ndo apresentaram
anormalidades laboratoriais. Esses resultados corroboram com Lasta et al. (2013) que nédo
encontraram associagdo entre as anormalidades hematologicas e a infeccdo por A. platys nos caes
naturalmente infectados no Sul do Brasil. Ademais, Kelly et al. (2013) descreveram que outros
cdes foram diagnosticados com coinfeccdo para E. canis, sendo que um deles apresentou
trombocitopenia e hiperglobulinemia. Além disso, outros cdes apresentavam coinfeccédo por A.
platys, E. canis e Babesia vogeli. Nesse caso, dois estavam assintomaticos, embora um deles
apresentasse anemia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia.

Ja Harrus et al. (1997) relataram presenca de trombocitopenia, plaquetas gigantes,
hematocrito baixo, monocitose e hipoalbuminemia. Expressivamente, no estudo realizado por
Bouzouraa et al. (2016) na Europa, foi observado que cées positivos para A. platys apresentavam
disturbios hematologicos, como anemia isolada ou combinacéo de anemia com trombocitopenia,
pancitopenia ou trombocitopenia isolada, enquanto uma pequena porcentagem nao apresentava
anormalidades.

Alem disso, foi observada elevagdo da atividade enzimética hepaticae hiperbilirrubinemia
na bioquimica sérica. Outros casos com severidade clinica foram relatados por Glaze e Gaunt
(1986) em cées da raga Chow chow, que foram positivos para A. platys pelo esfregaco sanguineo
e confirmados por sorologia, apresentando uveite, anemia nao regenerativa e trombocitopenia. No
estudo por Sainz, Amusategui e Tesouro (1999), um céo da raga Drahthaar de trés anos foi relatado
com pancitopenia, além dos principais achados clinicos caracteristicos para A. platys.

Gaunt et al. (2010) relataram que em cdes infectados com A. platys e posteriormente
desafiados com E. canis, tiveram um aumento inesperado na elevagédo nos niveis de anticorpos anti
Anaplasma, mesmo em um cdo que nao apresentava anticorpos séricos de A. platys. Isso sugere

que E. canis pode estimular uma resposta imunoldgica que leva ao aumento da memodria
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imunologica para antigenos ja reconhecidos, no caso, A. platys. Vale destacar que a presenca de
anticorpos contra A. platys é encontrada majoritariamente em episddio trombocitopénico inicial.
Além disso, este foi o primeiro estudo a monitorar em longo prazo a progressao da depuracao
imunologica com deteccdo molecular de A. platys por até 160 dias p6s infeccdo. Semelhantemente,
Breitschwerdt et al. (2014) detectaram a presenca de DNA de A. platys por aproximadamente 182
dias através da amplificacdo e sequenciamento do material genético.

4.1.7 ManifestacGes clinicas

De acordo com Harrus et al., (1997), a principal caracteristicada doenca é TCIC, que pode
apresentar sinais subclinicos na fase aguda em cées. Todavia, no estudo experimental, 0s autores
relataram que dois cdes na fase aguda apresentaram febre moderada (39,4°C) a elevada (40,2°C).
Além disso, os cées infectados podem apresentar mucosas hipocoradas (com um 22% de
hematocrito), inapeténcia, letargia, anorexia, perda de peso, epistaxe e descarga nasal
mucopurulenta (Tabela 2) (HARRUS et al., 1997; SAINZ; AMUSATEGUI; TESOURO, 1999;
ORIA; PEREIRA; LAUS, 2004; AGUIRRE et al., 2006).

Tabela 2. Resumo dos estudos demonstrando manifestacdes clinicas por Anaplasma platys

MANIFESTACOES

CLINICAS ANAPLASMA PLATYS REFERENCIAS
Sindrome Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina. Nair et al. (2016)
Curso da doenca Aguda ou Subclinica. Gaunt et al. (2010)
Gravidade clinica Geralmente leve a moderado. Bouzouraa et al. (2016)

Nenhumaanormalidade clinicanamaioria dos casos no ~ Harrus et al. (1997);
EUA. Quando presente pode ocorrer letargia,  Sainz; Amusategui;

Principal achado inapeténcia, anorexia, perda de peso, epistaxe, descarga  Tesouro (1999); Orig;

historico nasal mucopulenta, uveite, dificuldade respiratoria e  Pereira; Laus (2004);
secregdo ocular purulenta Aguirre et al. (2006)
Sinais principais Febre, linfadenopatia, petéquias, equimose, membranas

. Lara et al. (2020)
mucosas palidas.

Principais achados

o Trombocitopenia, leucocitose com  neutrofilia,
laboratoriais

i : . Abarca et al. (2007)
linfocitose e monocitose.

Diagnéstico Outras doengas transmitidas por vetores (anaplasmose,
diferenciais erliquiose, entre outras), trombocitopenia imune.

Fonte: Diniz; Aguiar (2022) (Adaptado)

Baker et al. (1987)

Usualmente, as manifestacfes clinicas em infecgbes isoladas variam de leves a
assintomaticas, principalmente nos EUA (GAUNT et al., 2010; NAIR et al., 2016). No entanto, na
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Europa e América do Sul, essas manifestacdes clinicas podem variar de leves a graves (SAINZ;
AMUSATEGUI; TESOURO, 1999; ABARCA et al., 2007; ULUTAS; BAYRAMLI;
KARAGENC, 2007; ALHASSAN et al., 2021).

Anteriormente, ndo estava claro se diferentes cepas apresentavam variacdo na
patogenicidade (SAINZ; AMUSATEGUI; TESOURO 1999), mas atualmente sabe-se que algumas
cepas sdo mais virulentas (M’GHIRBI et al., 2009), o que pode levar a sinais clinicos exacerbados.
Essa variacdo de viruléncia pode estar relacionada ao estresse, estado imunolégico, predisposicdo
racial e variabilidade de cepas (AGUIRRE et al., 2006).

As infec¢Oes por A .platys, quando concomitantes com outros patégenos, podem predispor
quadros clinicos mais severos, pois somente a presenca de A. platys pode atenuar respostaimune e
aumentar susceptibilidade para outras infec¢des (LARA et al., 2020).

E de suma importancia que os animais de companhia sejam avaliados regularmente por um
médico veterinario e tratados em casos de infeccdo por A. platys (M’GHIRBI et al., 2009). Os
animais que apresentam anaplasmose por A. platys correm risco de morte, especialmente quando
submetidos a cirurgia ou trauma contundente (DINIZ; AGUIAR, 2022).

4.1.8 Hospedeiros, vetores e reservatorios

Os cées sdo considerados reservatorios primarios para A. platys (HARVEY;SIMPSON,;
GASKIN, 1978; FRENCH; HARVEY, 1993; KORDICK et al., 1999; BREITSCHWERDT et al.,
2014). No entanto, nos ultimos anos, pesquisadores tém sugerido outras espécies como possiveis
hospedeiros, como gatos (LIMA et al., 2010; CORREA et al., 2011; QUROLLO et al., 2014;
HEGARTY et al., 2015), e camundongo listrado (Apodemus agrarius) que foi encontrado
infectado por A. platys com uma prevaléncia de 16% na Coréia e 0s carrapatos retirados
(Haemaphysalis longicornis e Ixodes persulcatus) desse pequeno mamifero apresentaram em todas
as fases, infeccdo para a bactéria (KIM et al., 2006). Paralelamente, 14,5% das raposas vermelhas
(Vulpes vulpe) foram diagnosticadas com DNA de A. platys em Portugal (CARDOSO et al., 2015).
Os resultados desses estudos indicam que animais silvestres podem contribuir para a dindmica da
transmissao e podem ser potenciais fontes de infeccéo.

O DNA de A. platys também foi detectado em outras espécies, como ovelhas
(CHOCHLAKIS et al., 2009), impalas (DU PLESSIS et al., 1997), veados vermelhos, javalis e
cabras (PEREIRA et al., 2016), camelos (RASSOULI et al., 2020), bovinos (ANDRE et al., 2020)
e humanos (MAGGI et al., 2013; BREITSCHWERDT et al., 2014).
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O carrapato marrom do cdo (Rhipicephalus sanguineus sensu lato) € sugerido como o
principal vetor bioldgico para A. platys (PASCHOAL et al., 2020). Esses carrapatos sao ativos e
predominam em areas urbanas devido ao seu habito nidicola (procura abrigo perto do hospedeiro)
e endofilo (adaptado a vida interna), principalmente em domicilios nas cidades. No entanto, eles
também podem ser encontrados em &reas rurais, quando os cées sdo criados em ambientes
semelhantes ao urbano, possibilitando sua presenca (LABRUNA et al., 2001). R. sanguineus s.1.
também consegue sobreviver em ambientes externos, como paredes de pedra calcaria (DANTAS-
TORRES, 2010) e, quando ha habitats tmidos disponiveis, permanece na vegetacao ao ar livre
para emboscar seus hospedeiros (GRAY et al., 2013). Em temperaturas mais quentes, R.
sanguineus s.l. apresenta um periodo de atividade prolongado e pode adquirir comportamento mais
agressivo, aumentando a propenséo de atacar humano (BACKUS; LOPEZ PEREZ; FOLEY, 2021;
PAROLA et al., 2008).

Rhipicephalus sanguineus s.I. (Latreille, 1806) foi reavaliado em sua taxonomia nos
altimos anos (MORAES-FILHO etal., 2011; ZEMTSOVA et al., 2016; NAVA et al., 2018), sendo
caracterizado em duas linhagens dominantes com diferengas e. por vezes, sobreposicdo nas
distribuicBes geogréaficas (BROPHY et al., 2022). Recentemente, a linhagem temperada, R.
sanguineus sensu stricto (ss) presente em regides de clima frio e seco com temperatura média
abaixo de 20°C (ZEMTSOVA et al., 2016), teve uma redefinicdo de suas caracteristicas
morfologicas e moleculares com designacdo de um neotipo por Nava et al. (2018). Por sua vez, a
linhagem tropical, R. sanguineus s.l. presente em clima quente e tmido com temperatura média
acima de 20°C (ZEMTSOVA et al., 2016), esta atualmente passando por revisdo taxondmica
(SLAPETA; CHANDRA; HALLIDAY, 2021; BROPHY et al., 2022). Rhipicephalus sanguineus
s.l. possui distribuicdo mundial e no Brasil a linhagem tropical estd presente em todo territorio
(exceto Rio Grande do Sul) e a linhagem temperada localizada no sul do pais (NAVA et al., 2018).

As informacdes sobre a manutencao de A. platys no R. sanguineus s.l. eram limitadas até a
descoberta de evidéncias que a linhagem tropical de R. sanguineus s.l. faz transmisséo horizontal
e transestadial, ou seja, transmissdo aos estagios subsequentes, neste caso de larva para ninfa e ao
adulto de A. platys (AKTAS; OZUBEK, 2018). J& a linhagem temperada de R. sanguineus ss
apresentou competéncia vetorial, atraves da manutencdo de infecgbes por A. platys para outras
geracdes pelas vias transestadial, coalimentacéo e até mesmo transovariana, envolvendo coelhos
brancos da Nova Zelandia (SNELLGROVE et al., 2020).
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Anaplasma platys ja foi detectado em diversos carrapatos como Rhipicephalus turanicus
(HARRUS et al., 2011), Rhipicephalus. bursa (PAPA et al., 2017), Rhipicephalus. camicasi
(MATEI etal., 2016), Rhipicephalus evertsi everts (BERGGOETZ et al., 2014), Ixodes persulcatus
(JAVKHLAN et al., 2014), Ixodes ricinus (PAPA et al.,, 2017), Dermacentor nuttalli
(JAVKHLAN et al., 2014) e Amblyomma cajennense (MELO et al., 2016), Dermacentor auratus
(PAROLA et al., 2003), Haemaphysalis longicornis, Ixodes persulcatus (KIM et al., 2006) e
Haemaphysalis leachi (KAMANI et al., 2013).

Rhipicephalus sanguineus s.l. também transmite outros patégenos como Ehrlichia canis,
Hepatozoon canis e Babesia vogeli (PASCHOAL et al., 2020; SPOLIDORIO et al., 2011).

4.1.9 Diagnostico

A identificacdo de morulas baseia-se, principalmente, no diagnéstico direto pela avaliagdo
do esfregaco sanguineo de sangue periférico (SOARES; SOUZA; FELICIANO, 2006;
RUCKSAKEN et al., 2019). Além disso, pode ser realizada citologiaa partir da capa leucocitéria,
linfonodo e medula éssea. A principal vantagem é custo — beneficio, assim como o fato de ser um
ensaio que pode ser realizado no local do atendimento ou em laboratério (DINIZ; AGUIAR, 2022).
A limitacdo é que exige avaliacdo cuidadosa, sistematizada, prolongada, além de identificar a
morulana fase aguda. Em relacdo A. platys, ainda deve-se considerar a aparicao ciclicada doenca,
tornando-se um desafio para os clinicos (HARRUS et al., 1997), pois o porcentual de plaquetas
parasitadas varia de 0% a 2% para 14% em episodio parasitémico inicial e, nas parasitemias
subsequentes, somente 5,5% a 8% (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978).

Em comparacdo aos outros métodos, o esfregaco sanguineo possui baixa sensibilidade
(AKTAS et al., 2015), variando de 0% a 10%, e com moderada sensibilidade quando realizado a
partir da capa leucocitéaria, medula dssea ou linfonodo (DINIZ; AGUIAR, 2022). Um exemplo da
baixa sensibilidade foi constatado por Rucksaken et al. (2019) que teve 0% (0/49) de caes negativos
no esfregaco sanguineo e 30,61% (15/49) positivos na PCR convencional. Em outro estudo
realizado por Ramos et al. (2009), a frequéncia de cées infectados foi baixa, de 21% (21/100), ao
ser comparada com os resultados obtidos na nested-PCR, que apresentou uma frequéncia de
positividade de 55% (55/100). Por ora, um resultado expressivo de frequéncia de A. platys no
esfregaco sanguineo, como no estudo de Witter et al. (2013) 68,9% (53/77), pode estar associado
a falsos-positivos devido a semelhancgadas estruturas com corpusculos de incluséo relacionados a
ativacao plaguetaria (FERREIRA et al., 2007).
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De acordo com Rucksaken et al. (2019), a baixa qualidade dos esfregacos sanguineos
confeccionados durante o estudo foi questionada, sendo recomendado o uso da PCR para
diagndstico de hemoparasitas, devido a sua alta sensibilidade e especificidade. Entretanto, Ferreira
et al. (2007) relataram experiéncias satisfatorias com esfregacos sanguineos, nos quais
identificaram corpos de inclusdo em 14,85% dos animais positivos, caracteristico de A. platys e
demais inclus6es inespecificas consideraram negativas. Na PCR, encontraram 15,84% de animais
positivos, sem diferencas estatisticas entre os testes.

Na deteccdo de A. platys, pesquisadores recomendam a nested-PCR devido sua maior
sensibilidade e especificidade, além de contribuir paraa classificacdo taxondmica desta e de outros
agentes infecciosos (RAMOS et al., 2009; CORREA et al., 2011).

A PCR pode ser utilizadano diagndstico de infeccdo aguda, entretanto ndo é propicia para
monitoramento durante periodo de tratamento, devido ao risco de falso positivo ocorrer mesmo na
eliminacdo do patogeno alvo (ROSENBLATT; RELLER; WEINSTEIN, 2009).

O teste soroldgico SNAP 4DX Plus (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME) e o
VetScan Flex4™ sdo testes de ELISA rapido e Gtil na clinica, que fornecem resultados em apenas
oito minutos. Esses testes apresentam diferencas significativasem suas sensibilidades. Enquanto o
SNAP tem 83,3% de sensibilidade para deteccdo de anticorpos contra A. platys, o VetScan Flex4
apresenta 33,3%. Em relacdo a especificidade, ambos variam de 96,2% a 98,7% para A. platys (LI1U
et al., 2018). No entanto, vale ressaltar que ha a possibilidade de reatividade cruzada soroldgica
entre os anticorpos contra A. phagocytophilum e A. platys, conforme relatado por Chandrashekar
et al. (2010) e Sacchi et al. (2012). A interpretacdo de um resultado soroldgico positivo pode ser
complexa devido a persisténcia de anticorpos apds a resolucdo da infeccdo, portanto, é essencial
realizar testes adicionais, pois uma sorologia positiva é somente sugestiva de exposi¢cdo para
Anaplasma spp. (SAINZ et al., 2015).

Quando os animais sdo soronegativos para A. platys, isso provavelmente se deve a fase
aguda da doenca, na qual os anticorpos contra A. platys ainda ndo foram detectados (FERREIRA
et al., 2008). Isso pode ter ocorrido com Harrus et al. (1997), que identificaram inclusdes

plaquetarias em 11 cdes, mas notaram soroconversao somente em cinco animais.
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4.1.10 Tratamento

O tratamento recomendado por diversos autores consiste no uso de antibioticos, sendo a
doxiciclina o farmaco de eleicdo (HARRUS et al., 1997; NEER et al., 2002; DINIZ; AGUIAR,
2022). A doxiciclina € um farmaco da familia das tetraciclinas e possui acdo bacteriostatica de
amplo espectro, acdo de longa duracdo e por ser lipossolUvel apresenta ampla distribui¢do nos
tecidos (VALENTIN et al., 2009).

Alguns estudos observaram atividade anti-inflamatoria da doxiciclina, pois ela inibe a
secre¢ao de citocinas como fator de necrose tumoral a e interleucinas tipo 1B presentes nas
infeccbes por bactérias Gram-negativas e positivas intracelulares (SHAPIRA et al., 1996;
KRAKAUER; BUCKLEY, 2003). Além disso, foi observado que a doxiciclinaconsegue restaurar
habilidade fagocitica do organismo, pois inibe a proteina bacteriana de retardo de fusdo do
lisossomo com o fagossomo (GRENNE, 2006).

Estudos tém confirmado a eficacia do tratamento com doxiciclina (10 mg/kg SID 8 dias)
para A. platys. Por exemplo, Teng; Palaniappan e Chang, (2003) observaram que animais
infectados foram curados apés o tratamento com doxiciclina, com a eliminagdo do patégeno pelo
exame direto de inclusdes em plaquetas e em ensaios de PCR. Quando o tratamento com
doxiciclinando apresentaresposta rapidae os sinais clinicos persistem, se faz necessario reavaliar
0 animal para outras doencas infecciosas ou patologias com sintomas semelhantes, como
neoplasias ou doencas imunomediadas (SAINZ et al., 2015). Uma atualizagdo sobre anaplasmose
ratifica o uso da doxiciclina (5 mg/kg VO a cada 12 h por 28 dias ou 10 mg/kg VO a cada 24 h,
por 28 dias) como terapiade primeiraescolha. Esse regime terapéutico tem se mostrado efetivo na
eliminacdo do patégeno do sangue em um periodo de quatro semanas, tanto em casos agudos
guanto subclinicos (DINIZ; AGUIAR, 2022).

Em um ensaio sobre protocolos de tratamento com doxiciclina (10 mg/kg VO SID 28 dias)
ou imidocarb (5 mg/kg SC BID 14 dias de intervalo) em cées infectados com A. platys, foi
demostrado a eficacia do tratamento de um céo que apresentava coinfeccdo com E. canis e Babesia
spp. com doxiciclina associada com dipropionato de imidocarb (SAINZ et al., 2000).

Além da doxiciclina, existem outros antibi6ticos pertencentes a classe das tetraciclinas que
também sdo eficazes no tratamento da anaplasmose, incluindo minociclina e oxitetraciclina.

Minociclina (caes: 5-10 mg/kg VO a cada 12 h por 28 dias) quando a doxiciclina ndo estiver
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disponivel. Ja a oxitetraciclina (7.5-10 mg/kg IV a cada 12 h por 28 dias) é usada quando 0s
antibidticos causam sinais gastrointestinais (DINIZ; AGUIAR, 2022).

4.1.11 Prognostico

Quando os caes sdo tratados na fase aguda da anaplasmose, observa-se uma melhora dentro
de 24 48 horas, e 0 prognostico é bom quando todo o curso da terapia é administrado para alcancar
a cura (SAINZ et al., 2015). Além disso, a trombocitopenia desaparece ap6s uma semana mais ou
menos (CHANG; SU; PAN, 1997). Em relacdo aos titulos de anticorpos, foi observado que eles
diminuem consistentementeapds a terapia a terapiaem cées infectados experimentalmente com A.
platys (GAUNT et al., 2010). O progndstico é reservado quando presente TCIC com coinfec¢fes
de DTCs, além de trauma e cirurgias. Nessas situacles, a gravidade da condigédo subjacente pode
influenciar o prognostico e requer cuidados adicionais por parte do médico veterinario (DINIZ;
AGUIAR, 2022).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Diretrizes éticas

Este estudo concorda com os Principios Eticos da Experimentag&o Animal, adotados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-UESC), regulamentado com o protocolo de nimero
004/21.
5.2 Local do estudo

O estudo é do tipo observacional transversal feito no municipio de Porto Seguro situado na
regido Extremo Sul da Bahia (Latitude -16°27°04” S e Longitude -39°03°53” W). Regido
caracterizada pelo climatropical com temperatura média de 25°C e pluviosidade anual variando
entre 1.100 e 2.000 mm. Porto Seguro pertence ao bioma Mata Atlantica. A populacdo estimada é
de 152.529 habitantes em uma areatotal de 2.285,734 km?, com densidade de 52,70 habitantes/km?
(Figura 2) (IBGE, 2021). Em relacdo as nove localidades no municipio, sdo elas: Porto Seguro —
sede, Trancoso, Arraial D’Ajuda, Vale Verde, Caraiva, Vera Cruz, Pindorama, Agrovila e
Imbirucu. Porto Seguro — sede é considerado urbana e as demais localidades séo consideradas zona

rural do municipio.
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Figura 2 - Mapa do municipio de Porto Seguro, Bahia, indicando os locais selecionados para amostragem
de cées higidos.
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Fonte: Arquivo Pessoal

5.3 Populagdo amostral

Durante o periodo de mar¢o a novembro de 2017, foram realizadas coletadas amostras de
sangue de 396 cdes domiciliados, higidos e com idade acima de seis meses no municipio de Porto
Seguro. Com base nos dados da vigilancia epidemioldgica do municipio de Porto Seguro
(campanhade vacinacdo antirrdbica 2016), estima-se que a populagao canina do municipio seja de
16.240 caes, dos quais 11.983 pertencem a zona urbana e 4.257 a zona rural. O célculo do tamanho
amostral foi realizado utilizando-se o software Epi Info 3.5.3™, considerando o tamanho da
populacdo canina de Porto Seguro como sendo 10% da populacdo humana no municipio
(CIFUENTES, 1988), uma taxa de prevaléncia de 50%, com intervalo de confianca de 95% e
margem de erro de 5%. As coletas foram realizadas por conveniéncia, porém para evitar viés, foram
feitas por estratos envolvendo os cées da zona rural e urbana, proporcionalmente a populacgéo de
cada distrito. A zona urbana é considerada Porto Seguro (sede) e zona rural os demais distritos.
Foram coletadas 225 amostras em Porto Seguro, 63 em Trancoso, 46 em Arraial D’Ajuda, 17 em
Agrovila, 16 em Pindorama, 14 em Vera Cruz, nove em Imbirucu, quatro em Vale Verde e duas

em Caraiva.

5.4 Coleta de dados, anamneses e exame clinico dos animais

Para andlise dos fatores de riscos, realizou-se a coleta de informacdes referentes a
identificacdo do animal (nome, idade, sexo e raga); foram registradas caracteristicas do local onde
residem; historico do animal: presenca de carrapatos (sim/néo), uso de ectoparasiticida (sim/néo),
acompanhamento veterinario (sim/ndo); estilo de vida do animal: acesso a rua (sim/nédo), habito
domiciliar (sim/ndo), dorme dentro de casa (sim/néo); e contactantes (sim/néo). Essas informagdes
foram obtidas por entrevista semiestruturada realizada com os tutores dos animais (APENDICE
A). As informacdes foram coletadas pelo mesmo entrevistador, um medico veterinario. Apos a

colheita de sangue, prosseguiu-se exame fisico dos animais.

5.5 Obtencao de amostras biologicas
Apos contencdo fisica dos animais, foi realizada a tricotomia no local de coleta de sangue,

a saber veia cefalicaou jugular. Foram obtidos 3 mL de sangue em tubos siliconizadocom EDTA
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e 2 mL em tubo sem adicao de anticoagulante. Essas amostras foram armazenadas em recipientes
isotérmicos com gelo reciclavel a temperatura entre 2°C a 8°C para serem encaminhadas ao

Laboratorio de Anélises Clinicas.

5.6 Processamento e analise das amostras
5.6.1 Hemograma

As amostras sanguineas foram analisadas em até 8 horas, utilizando o Contador
Hematoldgico URIT 3000 PLUS Veterinario™ para avaliar eritrdcitos, leucécitos e plaquetas. A
analise da série vermelha incluiu Contagem de eritrocitos (He), concentragdo de Hemoglobina
(Hb), Hematdcrito (HT), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM) e Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). A série branca foi analisada
através da contagem total de leucécitos (CTL) e do diferencial leucocitario. Os esfregacos de
sangue foram preparados e corados com Panotico Rapido para realizar o diferencial leucocitario
(Neutréfilos, Eosindfilos, Linfocitos e Mondcitos), além da observacdo morfoldgica das células
sanguineas e pesquisa de hemoparasitas. Além disso, foram realizadas as contagens estimadas de
plaquetas pela observacdo de 10 campos aleatérios em area de monocamada do esfregago
sanguineo. Para isso, foi utilizada a objetiva de 1000X em 6leo de imersdo e apds a contagem do
numero médio de plaguetas por campo, o resultado foi multiplicado por 20.000. As Proteinas
Plasmaticas Totais (PPT) foram determinadas por refratometria. Os valores de referéncia utilizados

para 0 hemograma foram os recomendados por Jain (1993).

5.6.2 Bioquimica sérica

Os niveis séricos de ureia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA) foram determinados a partir de amostras de soro
coletadas sem anticoagulante. A bioquimica séricafoi realizada usando kits comerciais e lidos em
um analisador bioquimico semiautomatico Bioclin® BA88. Os valores de referéncia para os testes

bioquimicos de avaliagdo renal e hepatica sdo os recomendados por Kaneko; Harvey; Bruss (1997).

5.7 Extracdo de DNA
Aproximadamente 1 mL de cada amostra com EDTA foi armazenada a -20°C para a

extragdo do DNA e realizacdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e nested-PCR para
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investigacdo de hemoparasitas. O DNA foi extraido do sangue total usando o kit comercial
PureLink® Genomic DNA (Invitrogen™), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a

extracdo, 0 DNA foi mantido a -20 °C ate a realizac¢do das PCRs.

5.7.1 Quantificacdo e pureza do DNA
Apos a extracdo, as amostras de DNA foram analisadas quanto a sua quantidade e pureza
(relacdo 260/28 Onm) em um aparelho de espectofotometria (NanoDrop 2000/c - Thermo

Scientific®, USA), usando agua ultrapura como branco.

5.7.2 Nested-PCR para deteccdo de DNA de Anaplasma platys

Para a amplificacdo do DNA de A. platys, foi realizada uma nested-PCR. Na primeira
reacdo, foram usados os primers 8-F (5’-AGT TTG ATC ATG GCT CAG-3’) e 1448-R (5’-CCA
TGG CGT GAC GGG CAG TGT-3’), que amplificam parte do gene 16S rRNA. Na segunda
reacdo, os primers PLATYS-F (5'-GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG-3') e EHR16S-R (5’-
TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC-3 ’) foram usados para amplificar um produto de 678 pares
de bases (pb) conforme a metodologia descrita por Martin et al. (2005).

O preparo da misturade reagentes para a execucao da técnica de nested-PCR, assim como
a programacéo para os ciclos de temperatura do termociclador foram adaptados e realizados
conforme protocolo descrito por Ramos et al. (2009).

Cada mistura de rea¢do foi preparada para um volume final de 25 uL e continha 0,2 mM de
cada dNTP, 10 X PCR Buffer, 1,5 mM de MgCl;, 11 pmol de cada primer (Tabela 3), 1,5 U de
Tag DNA Polymerase Platinum (Invitrogen™), 5 uL de DNA purificado e 4gua ultrapura até
completar o volume final. Nas reacdes de nested-PCR, os reagentes foram utilizados nas mesmas
concentracdes e volumes utilizados na primeira reagéo, exceto o DNA (produto amplificado da
primeirareacdo), o qual foi adicionado no volume de 1 puL por reagdo, em um volume final de 25
uL. As condicdes termociclicas foram as seguintes: uma desnaturacao inicial por 2 minutos a 94°C,
seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 40 segundos, e uma extensdo final de 72°C por 4 minutos. Para a segunda
reacdo, a desnaturacao inicial foi realizada por 1 minuto a 94°C, seguida por 40 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 53°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30

segundos, com extensdo final a 72°C por 4 minutos. Os produtos da nested-PCR foram submetidos
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a eletroforese em gel de agarose 2% contendo SYBER™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™). Agua
ultrapura foi utilizada como controle negativo. Ap6s confirmacdo de moérula de A. platys em
esfregaco sanguineo, a amostra sanguinea devidamente identificada foi utilizada como controle

positivo.

5.7.3 PCR do GAPDH: Avaliagdo da integridade do DNA

As amostras negativas na nested-PCR para deteccdo de DNA de A. platys foram submetidas
a uma PCR convencional para identificacio do gene da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) para avaliar a qualidade do DNA e reduzir o nimero de resultados falsos
negativos devido a presenca de inibidores da PCR. Foi utilizado os primers GAPDH-F (5’-CCT
TCA TTG ACC TCA ACT ACA T-3’) e GAPDH-R (5’-CCA AAG TTG TCA TGG ATGACC-
3%), que sdo sequéncias encontradas em todos os mamiferos que anelam em uma sequéncia
especifica do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), resultando em um produto
amplificado de 400 pb (BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2003). A mistura de
reagentes e condi¢Bes termociclicas foram adaptadas e realizadas conforme o protocolo descrito
por Sousa et al. (2017).

A PCR foi realizada com 2,5 pL da amostra de DNA em 25 pL de mistura de reagdo, e
continha 0,2 mM de cada dNTP, 10 X PCR Buffer,2 mM de MgCl;, 1 uM de cada primer, 1,25 U
de Taq DNA Polymerase Platinum (Invitrogen™) e 4gua ultrapura até completar o volume final.
As amostras que apresentaram bandas de 400 pb foram consideradas positivas, indicando que o
DNA estava em quantidade e qualidade suficientes, e livres de inibidores de PCR. As condi¢6es
termociclicas foram: desnaturagdo por 5 minutos a 94°C, seguidos por 3 minutos a 94°C com 40
ciclos de desnaturacdo, depois anelamento a 52°C por 1 minuto, 72°C por mim para extenséo, e
72°C por 5 minutos para extenséo final.

As sequéncias dos primers utilizados nas reagdes de PCR e nested-PCR, o tamanho dos
produtos da PCR e as referéncias utilizadas para cada patdégeno alvo estdo listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo das sequéncias de oligonucleotideos, tamanho dos produtos da PCR e
referéncias utilizadas para deteccdo de Anaplasma platys e GAPDH

Amplicon:s
(pb)

A. platys - (Martin et al., (2005)

Primers (5°-3°) Alvo Referéncias

8-F-5’-AGTTTGATCATGGCTCAG-3’
1448-R-5’-CCATGGCGTGACGGGCAGTGT-3’
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PLATYS-F -5-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3'
EHR16S-R -5’-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’
GAPDH-F -5’-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’ Birkenheuer; Levy;

GAPDH 400 _
GAPDH-R 5’ -CCAAAGTTGTCATGGGATGACC-3’ Breitschwerdt (2003)

A. platys 678 (Martin et al., (2005)

5.8 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os amplicons obtidos pela nested-PCR e GAPDH foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% em solucéo UltraPure ™ DNA Typing Gradee a adicionado SYBER™ Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen™) em ambiente com pouca luz. Foi utilizado o volume de 10 pL de cada
amplicon (DNA amplificado) que foi homogeneizado com 2 pL de azul de bromofenol e
adicionado a cada pogo do gel de agarose. A corrida foi realizadaem cuba de eletroforese com uma
poténcia de 60v e 200mA por 50 minutos para A. platys e de 75v, 150 mA, por 40 minutos para
GAPDH. Foi utilizado marcador de peso molecular de 1 KB Plus DNA Ladder (Invitrogen™) para
determinar do tamanho dos produtos amplificados. As leituras foram realizadas em um
fotodocumentador para gel de eletroforese L-PIX EX (Loccus®) e as amostras foram consideradas

positivas ao amplificar na altura de banda do controle positivo, conforme descrito (Tabela 3).

5.9 Analise estatistica

Os dados de hemograma completo, leucograma e bioguimica sérica dos animais positivos
e negativos para A. platys foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para confirmacgéo da
normalidade. Se a distribuicao dos dados foi homogénea, o teste t de Student foi aplicado. Se houve
desigualdade na distribuicéo, o teste de Mann-Whitney foi utilizado. Na presenca ou auséncia de
anemia, trombocitopeniae leucopeniatambém foram avaliadas em relacdo a infeccéo por A. platys
através do teste qui-quadrado com Correcdo de Yates.

Os resultados da nested-PCR para A. platys e os dados obtidos na entrevista semiestruturada
foram tabulados e analisados através do programa estatistico EPI INFO versédo 7.2.5.0™. A chance
de ocorréncia (Odds Ratio — OR) da analise bivariada foi calculada com medidas de associacdo e
intervalos de confianca de 95%. As varidveis com plausibilidade bioldgica foram submetidas a
correlacdo de Spearman para determinacdo da colinearidade (p < 0,8), atraves do programa
estatistico Bioestat 5.0° e, em seguida, compuseram o modelo preliminar da regresséo logistica
ndo condicional. O modelo final foi construido através da entrada e saida das variaveis (sistema

backward).



38

6 RESULTADOS

6.1 Diagndstico molecular

Neste estudo, foi encontrada uma frequéncia de infecgcdo por Anaplasma platys de 38,4%
(153/396) entre as amostras analisadas. A Figura 3 apresenta os resultados daamplificacdo do DNA
de A. platys utilizando a nested-PCR. Todas as amostras negativas para A. platys apresentaram um
produto amplificado de 400 pb na PCR convencional do GAPDH, indicando que a extracdo do

DNA nas amostras de sangue foi adequada.

678

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 2%. Resultado da nested-PCR para A. platys apresentando um
produto de 678pb. Canaleta 1: marcador de peso molecular de 1 KB Plus DNA Ladder (Invitrogen®);
Canaleta 2: controle positivo, Canaleta 3: negativo (agua ultrapura); Canaleta 4-6,8 e 10 amostras positivas;
Caneletas 7, 9 e 11 amostras negativas.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, todos os distritos do municipio
apresentaram animais positivos, com uma positividade para A. platys variando de 25 a 52,17%
(Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncia dos animais portadores da infecgdo por Anaplasma platys de acordo a
localidade em Porto Seguro, BA

LOCALIDADE FREQUENCIA
Porto Seguro - Sede 38,67% (87/225)
Trancoso 30,16% (19/63)
Avrraial D"Ajuda 52,17% (24/46)
Agrovila 35,29% (6/17)
Pindorama 25% (4/16)
Vera Cruz 35,71% (5/14)
Imbirucu 33,33% (3/9)
Vale verde 100% (4/4)

Caraiva 50% (1/2)
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6.2 Achados laboratoriais
No hemograma, observou-se uma diminuicdo significativa nos valores do nimero de
eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e volume globular nos animais infectados em

comparacdo ao grupo néo infectado (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo dos valores hematoldgicos de cdes naturalmente
infectados e ndo infectados, por Anaplasma platys no Municipio de Porto Seguro, BA

A Animais Animais nao Valores de Valor de

Parametros infectados infectados referéncia’ p
Eritrécitos (x 108/uL) 6,15 (£ 1,25) 6,50 (£ 1,31) 55-8,5 0,01*
Hemoglobina (g/dL) 13,60 (£ 2,94) 14,40 (£ 3,04) 12-18 0,01*
Volume globular (%) 40,43 (+ 9,42) 43 (+ 10,35) 37 -55 0,01*
VCM (fl) 65,26 (& 4,37) 65,55 (+ 4,61) 60 — 77 0,57
CHCM (g/dL) 33,77 (¢ 1,81) 33,66 (+ 2,35) 3236 0,59
PPT (g/dL) 7,80 (% 4,68) 7,40 (% 1,26) 6,0 - 8,0 0,69
Plaquetas (x10%/uL) 181 (+ 122) 108 (+117) 200.000 — 500.000 0,15

" 14.205 (+
Leucocitos (/uL) 5.955) 13.388 (+ 4.617) 6.000 — 17.000 0,65
g'ee;r:]reoﬂfdsos (%) 57,76 (+ 13,96) 59,51 (+ 15,86) 60 — 77% 0,76
g‘g;g:ﬂfjos L) 8.172 (+ 4.047) 7.723 (+ 3.2677) 3.000 — 11.500 0,29
Linfécitos (%) 26,66 (& 13) 25,56 (¢ 14,18) 12 — 30% 0,44
Linfécitos (/uL) 3.768 (& 2.537) 3.493 (& 2.523) 1.000 — 4.800 0,29
Mondcitos (%) 5,73 (+ 3,96) 5,36 (% 3,15) 3-10% 0,68
Mondcitos (/pL) 8.059 (+ 7.261) 7.109 (+ 4.862) 150 — 1.350 0,41
Eosinéfilos (%) 9,55 (& 7,26) 9,86 (& 7,51) 2 - 10% 0,68
Eosinéfilos (/uL) 1.419 (+ 1.368) 1.400 (+ 1.298) 100 — 1.250 0,89

Valores de referéncia: Jain (1993). VCM = Volume Corpuscular Médio; CHCM = Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; PPT = Proteinas Plasmaéticas Totais. * p < 0,05.

Os resultados das analises bioquimicas séricas dos animais estao descritos na Tabela 6. Ndo

foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos parametros bioquimicos entre 0s

animais positivos e negativos para A. platys.

Tabela 6 - Valores médios e desvio padrdo das analises bioquimicas de cdes naturalmente
infectados e ndo infectados, por Anaplasma platys no Municipio de Porto Seguro, BA
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Parametros -Animais Animais nao VanEes Fie Valor de p
infectados infectados referéncial
Ureia (mg/dL) 36,32 (+ 15,12) 36,35( 14,97) 21,4 -59,9 0,98
Creatinina (mg/dL) 1,10 (£ 0,27) 1,02 (x 0,25) 05-1,5 0,31
ALT (UI/L) 48,10 (£ 65) 40,30 (£ 30,01) 21-73 0,93
AST (UI/L) 39,15 (+ 40.34) 36 (+ 28,99) 2145 0,91
FA (UI/L) 68,84 (+ 124,57) 60,64 (+ 57,57) 20 — 156 0,64

Valor de referéncia: Kaneko, Harvey e Bruss (1997). ALT =alaninaaminotransferase, AST = aspartato
aminotransferase, FA =fosfatase alcalina.

A Tabela 7 apresenta os resultados da analise bivariadas entre variaveis “Tem Anemia”,
“Tem Leucopenia” e “Tem Trombocitopenia”. Os dados mostram que nao houve associagdo

significativa entre a infecgcdo por A. platys e as trés variaveis.

Tabela 7 — Analise bivariada das variaveis “Tem anemia”, "Tem Leucopenia” e “Tem
Trombocitopenia” associados a infec¢ao por Anaplasma platys em cées naturalmente infectados
no municipio de Porto Seguro, BA

VARIAVEIS Anasplasma platys Odds Ratio
valor de p
POSITIVOS NEGATIVOS IC 95%

N % N %
Tem anemia
Sim 49 42,61 66 57,39
Nao 104 37,01 177 62,99 L13(08-20) 040
Tem leucopenia
Sim 8 80 2 20
Nao 151 39,12 235 60,88 04(01-19) 040
Tem trombocitopenia
Sim 92 43,19 121 56,81
Néo 61 33,33 122 66,67 15(1,0-23) 006

IC= Intervalo de confianca, N= NUmero de animais.

6.3 Fatores associados

As analises bivariadas entre as variaveis de exposicdo, com base nas variaveis de exposicéo
(plausibilidade bioldgica) e o desfecho (positivo/negativo para A. platys), utilizadas neste estudo,
sdo apresentadas na Tabela 8. As varidveis “acesso a rua” e “mora em zona urbana” demonstraram
uma relacdo significativa com a infecgéo por A. platys, com uma reducédo de chances de ocorréncia
de 0,5 para ambas as variaveis.

Tabela 8 - Fatores com plausibilidade bioldgica associadosa infec¢do por Anaplasma platys

em cées naturalmente infectados no municipio de Porto Seguro, BA
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Anaplasma platys Odds Ratio
VARIAVEIS POSITIVOS NEGATIVOS IC (95%) Valor de p
N % N %

Acesso a rua

Sim 40 29,20 97 70,80 i *
Nao 113 43,63 146 56,37 0.5(0.3-0.8) 0,01
Idade > 1 ano

Sim 26 41,94 36 58,06

N&o 127 38,02 207 61,98 1.2(0.7-2.0) 0,66
Caes contactantes

Sim 96 40,17 143 59,83 i

Nio 57 36,31 100 63,69 118 (0.77-1,77) 0,51
Mora proximo a area

desmatada

Sim 35 38,89 55 61,11

Nio 118 38,69 187 61,31 1,0(06-1,6) 1,00
Dorme dentro de casa

Sim 49 32,89 100 67,11

N&o 104 42,11 143 57,89 0.7(0.4-1,0) 0,09
Possui habito

Domiciliar

Sim 112 37,46 187 62,54

N&o 41 42,27 56 57,73 08(0,513) 0.47
Ectoparasita

Sim 63 40,13 94 59,87

Nio 90 37,66 149 62,34 1L10.7-17) 0.7
Area de mata

Sim 97 39,92 146 60,08

Nao 56 36,84 96 63,16 L1(0.7-17) 0,61
Tem raca definida

Sim 43 36,75 74 63,25 i

Nao 110 39,43 169 60,57 0.9 (0.6-1.4) 0,70
Sexo

Macho 72 38,50 115 61,50

Fémea 81 38,76 128 61,24 1,0(0.7-1.5) 10
Ectoparasiticida

Sim 10 35,71 18 64,29 i

Nao 143 38,86 225 61,14 0.9 (0.4-1,9) 0,30
Acompanhamento

Veterinario

Sim 73 34,43 139 65,57 )

Nao 80 43,48 104 56,52 0.7 (05-1,0) 0,08
Zona Urbana

Sim 71 31,84 152 68,16 .
Nao 82 47,40 91 52,60 0.5(0.3-0.8) 0,01

IC= Intervalo de confianca, N= NUmero de animais. * p < 0,05.
Nenhuma das variaveis de exposicdo apresentou colinearidade, portanto todas foram

incluidas no modelo preliminar da regressdo logistica ndo-condicional para A. platys (Tabela 9).
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Tabela 9 - Modelo preliminar da regressdo logistica ndo-condicional dos fatores associados a
infeccdo por Anaplasma platys em cédes em Porto Seguro, BA

Variaveis Chance de ocorrer IC (95%0) Valor de p
Acesso a rua 0,57 0,40 - 0,91 0,02*
Idade > 1 ano 1,04 0,60 - 1,90 0,90
Cées contactantes 0,98 0,63 - 1,50 0,90
Mora proximo a area

1,04 0,61 -1,80 0,90
desmatada
Dorme dentro de casa 0,80 0,50 - 1,28 0,33
Carrapatos 0,97 0,61-1,51 0,90
Possui habito domiciliar 0,91 0,60 - 1,50 0,72
Area de mata 0,98 0,60 - 1,61 0,94
Ectoparasiticida 0,91 0,40 - 2,16 0,82
Tem raca definida 1,02 0,63 -1,64 0,92
Sexo 0,96 0,62 - 1,50 0,84
sz[):r]izzrrlif;amento 0,80 0,50 - 1,26 0,33
Zona Urbana 0,50 0,32 -0,80 0,02*

p < 0,001 Likelihood = 0,0605. IC= Intervalo de confianga. * p < 0,05.

No modelo final (Tabela 10), as variaveis “acesso a rua” e “moraem zona urbana” foram

identificadas como fatores de protecao.

Tabela 10 - Modelo final da regresséo logisticando-condicional dos fatores associados a infeccao
por Anaplasma platys em cdes em Porto Seguro, BA

Variaveis Chance de ocorrer 1C (95%) Valor de p
Acesso a rua 0,51 (0,33 -0,80) 0,001*
Mora em zona urbana 0,60 (0,33 -0,76) 0,001*

p < 0,001 Likelihood = 0,0001. IC= Intervalo de confianga. * p < 0,05.
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7 DISCUSSAO

A partir dos resultados encontrados em nosso estudo, observa-se uma elevada frequéncia
do patdgeno zoondtico A. platys nos cées localizados em Porto Seguro, uma cidade turistica com
climatropical. Este é o primeiro estudo de frequéncia para A. platys no Extremo Sul da Bahia, no
qual foram realizadas associacGes hematoldgicas, bioguimicas e investigacdo dos fatores
associados a infeccdo por esta bactéria. Destaca-se a utilizacdo da técnica de nested-PCR, que
contribuiu paraumamaior sensibilidade na deteccdo de DNA de A. platys. A frequéncia encontrada
no estudo pode estar associada a temperatura média anual acima de 20 °C na regido de Porto
Seguro, favorecendo o desenvolvimento do ciclo de vida do carrapato e, consequentemente, a
manutencao da bactéria e sua transmissao pelo repasto sanguineo em cdes (MORAES-FILHO et
al., 2011; ZEMTSOVA et al., 2016; AKTAS; OZUBEK, 2018).

A elevada frequéncia de infeccdo por A. platys em nosso estudo é corroborado por Ribeiro
et al. (2017), que observaram uma frequéncia de 32,9% (60/182) de cdes infectados no estado do
Parana. No entanto, € importante ressaltar que eles utilizaram a técnica de PCR convencional, a
qual é menos sensivel do que a utilizada em nosso estudo. Além disso, Ribeiro et al. (2017),
utilizaram animais de ONGs selecionados durante o periodo de inverno, o qual inibe o
comportamento de emboscada do vetor, reduzindo as chances de novas infecc¢des. Isso contrasta
com nossa pesquisa na utilizagcdo de animais saudaveis selecionados durante marco a novembro,
embora bioma de ambos os locais sejam semelhantes. Com isso, sugere-se que Porto Seguro € uma
regido endémica para esta doenca.

Em relagdo ao mesmo bioma, foram relatadas frequéncias elevadas de cées infectados com
A. platys nos estudos de Ramos et al. (2009) e Ramos et al. (2010), com 55% (55/100) e 48,8%
(100/205), respectivamente. Conforme nosso estudo, ambos utilizaram a mesma técnica nested-
PCR, adotaram uma amostragem por conveniéncia com ampla faixa etaria, analisaram ambos 0s
sexos e sem restri¢cBes de racas. No entanto, ha diferencas no perfil da populacdo estudada que
podem influenciar nas frequéncias encontradas. Nesses estudos, foram selecionados cées
clinicamente suspeitos de hemoparasitoses atendidos em hospitais veterinarios na cidade de Recife
(PE). Essa selecao pode ter contribuido para uma maior detecgdo de casos positivos para A. platys,
em comparagdo com nosso estudo.

No presente estudo foi observado que os caes localizados em zona urbana de Porto Seguro

apresentaram um fator de protecdo significativo (p=0,001) em relagdo a infec¢cdo por A. platys.



44

Costa-Janior et al. (2013) relataram maiores frequéncias de infec¢des por A. platys em areasrurais,
em comparagdo com areas urbanas, em um estudo realizado em Belo Horizonte. Os autores também
observaram maiores infestacdes e incidéncia de R. sanguineus s.l. em areas rurais. Com isso, N0ss0s
resultados sugere a participacao de outros carrapatos vetores na baixa transmissao de anaplasmose
em zona urbana em comparagdo com area rural. Outra pesquisa também sugeriu participacao de
outro carrapato vetor ao ndo encontrar R. sanguineus s.l. em area urbana (Ribeiro et al. 2017).

Neste estudo, também identificamos o0 “acesso a rua” como fator de protecdo (p= 0,003).
Isso indica que 0 grupo com “acesso a rua” teve menos exposi¢cdo aos carrapatos infectados em
comparagdo ao grupo sem “acesso a rua”. Embora haja poucos estudos sobre os fatores de risco
relacionados a infeccdo de A. platys e “acesso a rua”, outros autores, como Silva et al. (2012) e
Silva (2016), ndo encontraram associagdo entre essas variaveis. Portanto, é necessario considerar
a influéncia de outros fatores, como variaveis socioecondémicas e ambientais, por tras dos nossos
resultados.

Outro achado importante foi a diminuicdo do numero de eritrécitos (p=0,01), volume
globular (p=0,01) e concentragéo de hemoglobina (p=0,01) entre os animais infectados e 0 grupo
ndo infectado. Embora houvesse diminuicdo significativa desses parametros, os valores
permaneceram na faixa de referéncia. Esses resultados sdo consistentes com Kelly et al. (2013);
Lastaet al. (2013) e Ribeiro etal. (2017). Portanto, cdes clinicamente sadios com valores proximos
ao limite minimo da referéncia podem sugerir a presenca desta Anaplasmataceae, como um
diagndstico diferencial.

Nas analises deste estudo, foi observado que cdes com idade inferior aum ano apresentaram
menor exposicdo ligeiraa infeccdo por A. platys quando comparado aos caes mais velhos. Embora
ndo tenha sido observada diferenca significativa (p=0,66), entre os cdes com menos de um ano e
acima de um ano, 41,94% infectados e 58,06%, ndo infectados, respectivamente. Os resultados
apontam para uma exposi¢do precoce dessa populacdo jovem ao vetor infectado por A. platys,
corroborando com a alta endemia nessa regiéo.

Foi observado no hemograma que o numero de plaquetas do grupo infectado e ndo infectado
apresentaram uma leve trombocitopenia sem diferenca estatisticamente significativa entre ambos
0s grupos (p= 0,15). Além disso, na correlagdo bivariada para variavel “Tem trombocitopenia”
apresentou valor de p= 0,06. Talvez uma maior amostragem da populacao de estudo resultaria na

associacgéo direta para a infecgéo por A. platys.
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Por fim, a elevada positividade para A. platys nos animais com manifestac@es subclinicas
conforme os resultados encontrados, sugere a presenca de infecgdo crénica no periodo das coletas.
Além disso, a estreitarelacdo entre humanos e cées representam um risco zoono6tico, pois uma alta
frequéncia de infeccdo nessa populacdo permite a infecgé@o por novos vetores. Isso contribui para

a manutencao deste patdgeno, sendo que os cdes estdo atuando como sentinelas.
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8 CONCLUSAO

Este estudo pioneiro no estado da Bahia revela alta frequéncia de infecdo por A. platys em
cées no Nordeste do Brasil. Identificamos a zona urbana e acesso a rua como fatores de protegéo.
Além disso, os animais infectados apresentaram discretas alteracBes hematoldgicas que
permaneceram dentro dos intervalos de referéncia, e em conjunto possuem uma tendéncia
trombocitopénica. Esse achado é importante no diagnostico diferencial de hemoparasitoses.
Portanto, recomenda-se a implementacdo de politicas publicas para educacdo sobre cuidados
profilaticos e mais pesquisas epidemioldgicas para melhor compreensao do vetor na dinamica e

controle de A. platys na regido Nordeste.
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APENDICES

APENDICE A — Entrevista semiestruturada para identificacdo dos animais e

determinacéo dos fatores associados a infecgdo por Anaplasma platys em cées.

DATA: [ | N*__

o Zona urbana
O Zona rural

Local: Bairro:

IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO EDA CASA.......cccoe v,
Proprietario:
Endereco: Cidade:
Telefone residencial: Telefone celular:

Possui area de mata préoximo de casa? oSim oNao
Area de desmatamento recente: 0Sim o Nao

IDENTIFICACAO DO ANIMAL.......coeviieieiieeeiieseseeseenieneeen,
Nome:

Idade:

Sexo: oF oM

Raca:
Pelagem:

HISTORICO. ... oot e e e e et e e e e e et e e e e et e s e e et e s ee et e et e s e e eseeses e

Possui acesso a rua? oSim oNao

Céaes Contactantes: oSim oNao

Presenca de carrapato: oSim oN&o

Possui habito domiciliar: oSim oNao
Dorme dentro de casa: oSim oN&o

Uso de ectoparasiticida:

Mora em zona urbana: oSim oNado
Acompanhamento Veterinario? oSim oN&o
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ANEXO A — Protocolo de extracdo do DNA genémico (kit PureLink® Genomic DNA-
Invitrogen™)

1- Colocar 200ul da amostra de sangue fresco ou congelado em um microtubo esteril;

2- Adicionar 20 pl de Proteinase K (fornecido com o Kit) na amostra;

3- Adicionar 20 pl de RNase A (fornecido com o Kit) na amostra, misturar bem e
vortexizar rapidamente e incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos;

4- Adicionar 200 uL de PureLink® Genomic Lysis / Binding Buffer e misturar bem e
vortexizar para obter uma solugdo homogénea;

5- Incubar a 55° C durante 10 minutos para promover a digestdo das proteinas;

6- Adicionar 200 uL de etanol 96-100% ao lisado. Misture bem com vortex por 5 segundos
paraproduzir uma solucdo homogénea;

7- Remover uma coluna de rotacdo PureLink® em um tubo de colecdo da embalagem;

8- Adicionar o lisado (~ 640 uL) preparado com PureLink® Genomic Lysis / Binding
tampao eetanol para a coluna de rotagdo PureLink®;

9- Centrifugar a coluna a 10.000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente;

10- Descartar o tubo de recolhae colocar a coluna de rotagdo num PureLink® limpo tubo de
recolhafornecido com o kit;

11- Adicionar 500 uL. Wash Buffer 1 preparado com etanol na coluna;

12- Centrifugar a coluna a temperatura ambiente a 10.000 x g durante 1 minuto;

13- Descartar o tubo de recolha e colocar a coluna de rotacdo em um tubo de recolha
PureLink®limpo, o tubo de recolha fornecido com o kit;

14- Adicionar 500 uL. Wash Buffer 2 preparado com etanol na coluna;

15- Centrifugar a coluna na velocidade maxima por 3 minutos a temperatura ambiente.
Descartaro tubo de recolha;

16- Colocar a coluna de rotagdo em um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5

mL;

17- 17- Adicionar 25-200 pL de PureLink® Genomic Elution Buffer a

coluna;

18- Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a coluna em velocidade

méaximadurante 1 minuto a temperatura ambiente. No tubo contém o DNA gendmico.



