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ABSTRACT.- Corréa E.S., Paludo G.R., Scalon M.C., Machado J.A., Lima A.C.Q., Pinto A.T.B,,
Thiebaut ].T.L. & Albernaz A.P. 2011. [Molecular investigation of Ehrlichia spp. and
Anaplasma platys in domestic cats: Clinical signs, hematological and biochemical
alterations.] Investigacdo molecular de Ehrlichia spp. e Anaplasma platys em felinos do-
mésticos: alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas. Pesquisa Veterindria Brasileira
31(10):899-909. Laboratoério de Clinica e Cirurgia Animal, Hospital Veterinario, Universi-
dade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Av. Alberto Lamego 2000, Parque Ca-
liférnia, Campos dos Goytacazes, R] 28013-602, Brazil. E-mail: elisabetesales@gmail.com

Ehrlichia sp. and Anaplasma platys are Gram-negative micro-organisms, obligate intra-
cellular parasites, residing in cytoplasmic vacuoles of leukocytes and platelets, found in pe-
ripheral blood or tissue. Few reports have been made about ehrlichiosis and anaplasmosis
in cats in Brazil, which are based on the presence of morulae in leukocytes and platelets, or
by detecting antibodies. The objective of this study was to investigate the natural infection
with Ehrlichia sp. and A. platys in cats in Campos dos Goytacazes-R], by hematoscopia and
DNA detection of these agents. Samples of whole blood and serum from 91 cats, regard-
less of race, gender and age. Blood count, serum biochemistry and PCR using primers for
Ehrlichia sp. and A. platys were perfomed. Data from hematoscopia showed 9.89% of mo-
rulae only in platelets. The DNA of A. platys was detected in 13.18% of the 91 samples and
44.44% of the positive at hematoscopia. The DNA of Ehrlichia sp. was not detected in any
sample. All animals studied did not show clinical signs neither positive laboratory results.
The data suggest that domestic cats can serve as potential reservoirs for A. platys as asymp-
tomatic form of related diseases.

INDEX TERMS: Anaplasma platys, Ehrlichia sp., domestic cats, PCR.

RESUMO.- Ehrlichia sp. e Anaplasma platys sdao micro-or-
ganismos Gram negativos, parasitos intracelulares obriga-
torios, residindo em vacuolos citoplasmaticos de leucdci-
tos e plaquetas, encontrados no sangue periférico ou em
tecidos. Poucos relatos tém sido feitos sobre erliquiose e
anaplasmose em gatos no Brasil, os quais sdo baseados na
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presenca de morulas em leucdcitos e plaquetas, ou pela
detec¢do de anticorpos. O objetivo deste trabalho foi in-
vestigar a infeccdo natural por Ehrlichia sp. e A.platys em
gatos no Municipio de Campos dos Goytacazes-R], através
da hematoscopia e pela deteccio do DNA desses agentes.
Foram utilizadas amostras de sangue total e de soro de 91
gatos, independente de raga, sexo e idade. Realizaram-se
hemograma, bioquimica sérica e PCR, utilizando oligonu-
cleotides para Ehrlichia sp. e A.platys. Os dados de hema-
toscopia mostraram que 9,89% dos gatos apresentaram
morulas em macroplaquetas. O DNA de A.platys foi detec-
tado em 13,18% dos 91 animais e em 44,44% das amostras
positivas a hematoscopia. O DNA de Ehrlichia sp. ndo
foi detectado em nenhuma amostra. Nenhuma alteracdo
foi observada nos sinais clinicos nem nos resultados labo-
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ratoriais nos animais estudados. Os dados sugerem que os
felinos domésticos podem atuar como potenciais reserva-
torios para A. platys, como forma nao sintomadtica das en-
fermidades relacionadas.

TERMOS DE INDEXACAO: Anaplasma platys, Ehrlichia sp., felinos
domésticos, PCR.

INTRODUCAO

No Brasil, com exce¢do dos hemoplasmas, os hemopara-
sitas de gatos sdo pouco conhecidos, existindo somente
relatos esporadicos de Ehrlichia spp. (Almosny & Massard
2002). A natureza inespecifica dos sinais clinicos em gatos
infectados associada a baixa sensibilidade e especificidade
da técnica do esfregaco sangiiineo podem ter resultado no
subdiagndstico desses parasitas no Brasil (Oliveira 2008).
Apesar disso, sdo poucos os relatos envolvendo biologia
molecular no diagnéstico das hemoparasitoses de felinos
no mundo (Almosny 1998).

Mas é necessario ressaltar que, apesar da escassez de
conhecimento sobre o assunto, da falta de relatos e de re-
alizacdo do diagnostico, a infec¢do em gatos por Ehrlichia
spp. e Anaplasma spp. existe no Brasil (Almosny & Mas-
sard 2002, Santarém et al. 2005, Oliveira 2008, Lima et
al. 2010) e estes agentes estdo presentes como parasitas
potenciais e devem receber mais aten¢do por parte dos
médicos veterinarios e sobretudo, pesquisadores (Lima et
al. 2010).

Os vetores da erliquiose felina ndo sdo conhecidos e
também, ainda ndo estido definidas as vias de transmissao
da infeccdo natural, sendo provavel que a exposicio a ar-
tropodes e ingestido de roedores seriam as principais cau-
sas de contaminacdo dos felinos naturalmente infectados
(D’Agnone et al. 2001).

Nos dltimos anos houve um maior avan¢o no entendi-
mento das infec¢des transmitidas por carrapatos devido a
aplicacdo de técnicas moleculares, em particular a Reacio
em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizadas no diagnéstico e
identificacdo desses agentes. As recentes pesquisas envol-
vendo biologia molecular e agentes Rickettsiais confirmam
a idéia de que esses parasitas estdo presentes nesses ani-
mais e demonstram a necessidade de estudos mais deta-
lhados sobre esses agentes no Brasil (Lima et al. 2010).

A anaplasmose e a erliquiose sdo transmitidas por ve-
tores. A distribuicdo geografica destes tem uma influéncia
direta sobre a prevaléncia da doenga em uma determinada
area (Hinrichsen et al. 2001). Infec¢des por Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp. ocorrem pela saliva, através da picada do
carrapato em animais ou humanos (Madigan et al. 2000).
Diferentes espécies de carrapatos estdo associadas com de-
terminadas espécies de Ehrlichia. Assim, E. canis e A. platys
sdo transmitidos pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus,
que por sua vez pode transmitir o agente E. ewingii (Cohn
2003). Carrapatos Ixodes spp. mais frequentemente trans-
mitem A. phagocytophilum, enquanto Amblyomma spp. e
Dermacentor spp. sdo conhecidos portadores de E. chaffe-
ensis e E. ewingii (Preziosi & Cohn 2002). Experimental-
mente, E. canis também pode ser transmitida pelo carrapa-
to Dermacentor sp. (Johnson et al. 1998).
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0 mesmo vetor pode albergar diversos agentes e, por
sua vez, diferentes espécies de carrapatos podem infectar o
mesmo animal, sendo responsavel por infec¢des de diferen-
tes agentes patogénicos no mesmo hospedeiro, resultando
em co-infecgdes que dificultam o diagnéstico e tratamento
da doenga (Breitschwerdt et al. 1998). No entanto, tem sido
sugerido que a co-infec¢do por diferentes agentes nio alte-
ra o curso da doenga (Mylonakis et al. 2004). Apesar disso,
alguns autores consideram que, em geral, um Unico agente
parece ser mais comum do que varios agentes simultanea-
mente (Belongia 2002).

Sabe-se que os gatos parecem ser menos predispostos
as infestacdes por carrapatos e aos parasitas transmitidos
por esses artropodes do que os cies (Shaw et al. 2005).
Além disso, esses animais tém uma suposta resisténcia ina-
ta ou adaptacdo as infec¢des, o que limita o desenvolvimen-
to das doengas ou compromete a transmissao de agentes
infecciosos entre carrapatos e gatos (Shaw et al. 2005).

O presente estudo teve como objetivo investigar a exis-
téncia da infec¢io por Ehrlichia sp. e Anaplasma platys em
felinos domésticos no Municipio de Campos dos Goytaca-
zes-R], por meio de esfregacos sanguineos e da Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) relacionando com as altera-
¢des clinico-laboratoriais. Ainda, objetivou-se comparar os
resultados obtidos pela PCR com a hematoscopia.

MATERIAL E METODOS

0 presente estudo foi licenciado de acordo com as normas e prin-
cipios éticos de experimentacdo animal estabelecidos pela Co-
missio de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Esta-
dual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, aprovado com registro
78/20009.

Foram amostrados 91 gatos, sem restri¢cdo de idade, raca ou
sexo, oriundos da rotina ambulatorial do Hospital Veterinario da
UENF. Sob contencio fisica, a coleta sanguinea foi realizada por
meio de venopuncio cefalica ou jugular. Uma aliquota foi sepa-
rada em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
para realizagdo do hemograma e PCR, e a outra aliquota em tubos
siliconados para a realizacdo de testes bioquimicos.

Colheu-se sangue periférico obtido a partir da pungio de ca-
pilar marginal de ponta de orelha de cada animal, aproveitando
apenas a primeira gota de sangue, para a confec¢do de esfregacos
sanguineos finos, que foram corados pelo método panético rapido
e posteriormente visualizados a microscopia éptica com objetiva
de imersdo em aumento de 1.000x, a procura de corpusculos ele-
mentares (iniciais ou moérulas) em leucécitos e plaquetas, suges-
tivos de Rickettsiales.

0 hemograma foi realizado em equipamento automatizado
da marca Mindray®, modelo BC 2800Vet. Para a realizagdo dos
exames bioquimicos, o material foi centrifugado a 1,26x10*g por
cinco minutos e os testes bioquimicos foram realizados em equi-
pamento automatizado da marca Bayer®, modelo Express plus,
utilizando-se kits da marca Labtest®. Foram avaliadas proteinas
totais, albumina, fosfatase alcalina (FA), gamaglutamiltransferase
(GGT), alanina aminotransferase (ALT), uréia e creatinina.

As amostras sanguineas destinadas a PCR foram processadas
no Laboratdrio de Microbiologia e Patologia Molecular da UnB. O
DNA foi extraido utilizando-se kits comerciais (Kit GE Healthca-
re® - [llustra blood genomicPrep Mini Spin kit), seguindo as reco-
mendacoes do fabricante. As amostras de DNA foram mantidas a
-20°C até o momento da realizacdo das PCRs.
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Nas reacdes em cadeia de polimerase (PCR) foram utiliza-
dos controles negativos e positivos para avaliar a ocorréncia de
contaminacdo de reagentes e a sensibilidade da reacdo, respec-
tivamente. Como controle negativo, foi utilizado dgua ultra pura
(MilliQ®) e como controle positivo foi utilizado DNA de Ehrlichia
spp e Anaplasma platys obtidos de amostra sanguinea de um ani-
mal infectado com os agentes em questdo. No inicio da padroni-
zacdo de cada reagdo, utilizou-se, além da 4gua, amostra de DNA
de um gato higido como controle negativo para avaliar a especifi-
cidade da mesma. As reagoes foram realizadas em termociclador
(Biorad®).

Todas as amostras foram submetidas a uma PCR para testar
a qualidade da extracdo do DNA e reduzir a quantidade de falsos
negativos devido a presenca de inibidores da PCR. Para isto fo-
ram utilizados os oligonucleotideos GAPDH-F (5’-CCT TCA TTG
ACC TCA ACT ACA T-3") e GAPDH-R (5’-CCA AAG TTG TCA TGG
ATGACC-3’) que anelam em uma seqiiéncia especifica do gene da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e resulta em um
produto de 400 pb (Birkenheuer et al. 2003).

Foram utilizados os oligonucleotideos DSB (gene disulfide
Bond protein); Dsb-330 ( 5’-GATGATGTCTGAAGATATGAAACAA-
AT-3") e Dsb-728 (5’-CTGCTCGTCTATTTACTTCTTAAAGT-3") que
anelam no gene 16S rRNA e resultam em produtos que variam
entre 411-421pb dependendo da espécie de Ehrlichia sp. envol-
vida. Os oligonucleotideos do Gene Dsb amplificam o DNA das
principais espécies de Ehrlichias conhecidas: Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii e Ehrlichia canis, conforme Doyle et al. (2005).

Para a identificacdo de A. platys foi utilizada a nested polyme-
rase chain reaction (nPCR) foi realizada como descrito por Mar-
tin et al. (2005), usando oligonucleotideos 8F ( 5" AGT TTG ATC
ATG GCT CAG 3’) e 1448R (5’ CCA TGG CGT GAC GGG CAG TGT
G 3’), que amplifica a maior parte do gene 16S rRNA (Dawson
et al. 1996), na primeira etapa da PCR. Em seguida foi realizado
uma segunda etapa usando um oligonuclotideo especifico para
A.platys, PLATYSF (5’ GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG 3’) e um
oligonuclotideo especifico para o género Ehrlichia sp. EHR16SR
(5’ TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC 3’) que produz um produto de
678 pb.

Para a andlise dos dados foi utilizado o método de amostra-
gem simples ao acaso, em proporg¢des ou porcentagem no nivel
de 5% de significancia. As comparagdes foram feitas com base na
sobreposi¢do ou ndo dos intervalos de confianga (probabilidade
de conter a propor¢do na populacdo igual a 95%), apds dimen-
sionamento da amostra para uma populac¢io infinita de ocorrén-
cias, considerando-se a= 0,05 e um desvio em torno da proporg¢do
amostral de 10% (d= 0,10 p).

0 aplicativo computacional foi o SAEG, versao 9.0, de 2008 e
para as tabelas de contingéncia 2 x 2 utilizou-se o Teste de Qui-
-quadrado ou o Teste Exato de Fisher, através do programa Stat-
Plus 2009 Professional. As diferencas foram consideradas signifi-
cativas quando p < 0,05.

RESULTADOS

Foram utilizados no experimento 91 amostras de sangue
de gatos, sendo 85 sem raga definida (SRD), quatro Siame-
ses e dois da raga Persa. Destes 33 gatos (36,26%) eram
machos e 58 fémeas (63,74%), com idades variando de
quatro meses a 15 anos de idade.

O exame clinico realizado no momento da coleta das
amostras de sangue revelou 56,04% (51/91) dos gatos ndo
apresentaram qualquer sinal de doenca aparente a 5% de
probabilidade, sendo que 34 gatos desse grupo de assintoma-
ticos foram levados ao hospital para cirurgias eletivas de este-

rilizagdo. 43,96% (40/91) dos animais aprestaram algum tipo
de alteracio clinica no momento da coleta das amostras nio
havendo diferenca significativa a 5% de probabilidade.

Diferentes patologias foram observadas nos animais do
grupo de gatos sintomaticos, sendo que a presenca de fe-
bre foi o sinal clinico mais observado (45%), seguida por
alteragdes dermatologicas (32,5%) e alteragdes digestivas
(15%) dentre outras.

O Quadro 1 relaciona a frequéncia das principais alte-
racoes clinicas apresentadas pelos gatos pertencentes ao
grupo dos animais sintomaticos.

Quadro 1. Frequéncia das alteragdes clinicas dos gatos
pertencentes ao grupo dos “Animais sintomaticos”

Alteragdes clinicas Numero de animais/total %
de animais sintomaticos

Febre 18/40 45,0
Neoplasia 2/40 5,0
Inapeténcia e apatia 2/40 5,0
Cistite 2/40 5,0
Dermatopatias 13/40 32,5
Diarréia 6/40 15,0
Obstrugao do TUI 3/40 7,5
Lesdo por trauma 2/40 5,0
Otite 3/40 7,5
Piometra 3/40 7,5
Urolitiase 1/40 2,5
Pneumonia 2/40 5,0
Rinotraqueite 1/40 2,5

Na pesquisa de hemoparasitas a hematoscopia,9,89%
(9/91) de moérulas foram observadas em plaquetas das
amostras (Fig.1). Nas amostras positivas, as inclusdes ba-
sofilicas foram observadas em menos de 1% das plaquetas,
reiterando a baixa parasitemia. As plaquetas parasitadas
se apresentavam como macroplaquetas. Nenhuma célula
da linhagem leucocitaria apresentou inclusdes basofilicas
sugestivas de agentes Rickettsiais.

Todas as amostras testadas na PCR com os oligonucle-
otideos GAPDH-F e GAPDH-R, que amplificam uma parte
do gene da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase,

b

/

Fig.1. Inclusio basofilica em plaqueta de felino doméstico (seta).
Pandtico, 100x. UENF, 2010.
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apresentaram um produto com 400 pb, o que determina o
éxito nas extracdes de DNA das amostras sanguineas dos
gatos deste estudo (Fig.2).

Na PCR, utilizando-se os oligonucleotideos Dsb-330 e
Dsb-728 ndo foram observados produtos nos tamanhos
entre 411 e 421pb, que anelam no gene 16S rRNA que
amplificam as principais espécies de erliquias conhecidas
(Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii e Ehrlichia canis)
em nenhuma das amostras estudadas (Fig.3).

Na nested PCR foram detectados Anaplasma platys
utilizando-se os oligonucleotideos 8F, 1448R, Platys e EHR
16SR em uma proporg¢io de 0.1318 (12/91) com IC entre
0,0609 e 0,2029 nas amostras dos gatos pesquisados, cujos
produtos amplificados apresentavam tamanho de 678 pb,
conforme o local de anelamento destes oligonucleotideos
no gene 16S rRNA da espécie Anaplasma platys (Fig.4).

400 pb

Fig.2. Eletroforese do produto da PCR utilizando os oligonucleo-
tideos GAPDH-F e GAPDH-R. Legenda: (1) controle negativo
(agua), (2) controle positivo, (3-6) animais positivos. Gel de
agarose a 1,5%(p/v) corado com brometo de etideo a 0,01%
(p/v). UNB, 2010.

411 -421pb

Fig.3. Eletroforese do produto da PCR utilizando os oligonucle-
otideos Dsb-330 e Dsb-728. Amostra 1 = controle negativo
(4gua), Amostra 2 = controle positivo, Amostras 3-8 repre-
sentam animais negativos para infec¢do Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii e Ehrlichia canis. Gel de agarose a 1% corado
com brometo de etideo a 0,01% (p/v). UNB, 2010.
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678 pb

Fig.4. Eletroforese do produto da nPCR para a espécie Anaplas-
ma platys, utilizando os oligonucleotideos 8F, 1448R, Platys e
EHR 16SR. Legenda: 1 = controle negativo (agua), 2 = controle
positivo, 3-9 e 11 = animais negativos, 10 = animal positivo.
Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo a 0,01%
(p/v). UNB, 2010.

0 Quadro 2 apresenta a propor¢ao e os limites inferio-
res e superiores do intervalo de confianca da média popu-
lacional dos animais positivos e negativos para Anaplasma
platys no total de amostras sanguineas dos gatos pesquisa-
dos. Como os IC para os animais positivos e negativos nao
estdo superpostos conclui-se que as médias sdo estatistica-
mente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade.

Quadro 2. Proporgio e limites inferiores e superiores

do intervalo de confian¢ca da média populacional dos

animais positivos e negativos para Anaplasma platys
(oligonucleotideos 8F, 1448R, Platys e EHR 16SR)

Animais Total
Proporc¢ao
(Pt) IC
Positivos 0,1319 (n=12) 0,0609 a 0,2029 *
Negativos 0,8681 (n=79) 0,7971a0,9391 *
Total 1,0 (n=91) 0a1,0

* Estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade.

A proporgdo de animais positivos e negativos para agen-
tes Anaplasma platys e seus respectivos limites inferiores e
superiores do intervalo de confianga, observados utilizan-
do testes de pesquisa direta: esfregaco sanguineo e nPCR
para Anaplasma platys sdo apresentados no Quadro 3 e
ndo demonstram diferenca significativa (p>0,05). Somente
quatro animais que apresentaram mdrulas em macropla-
quetas no esfregaco sanguineo também foram positivos na
nPCR para Anaplasma platys.

As alteragdes hematoldgicas: anemia, leucopenia, leuco-
citose e trombocitopenia, ndo foram relacionadas a doenga,
dado que a prevaléncia de A. platys foi trés vezes menor em
gatos com trombocitopenia, cinco vezes menor em gatos
com anemia e leucopenia e 10 vezes menor em gatos com



Investigacdo molecular de Ehrlichia spp. e Anaplasma platys em felinos domésticos: alteragdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas 903

Quadro 3. Proporcio e limites inferiores e superiores do intervalo de confianca das
médias populacionais dos animais positivos no esfregaco sanguineo e positivos para
Anaplasma platys na nPCR

Testes
PCR Esfregaco sanguineo
Proporg¢do IC Proporgdo IC
Positivo 0,1319 (n=12) 0,0609 a 0,2029 ™ 0,0989 (n=9) 0,0363a0,1615™
Negativo 0,8681 (n=79) 0,7971a0,9391 ™ 0,9011(n=82) 0,8385a0,9637 N
Total 1,0 (n=91) 0al,0 1,0 (n=91) 0a1,0

NS Estatisticamente iguais ao nivel de 5% de probabilidade.

leucocitose (Quadro 4). Nao houve diferenca (P>0,05) en-
tre a presenca ou ndo de A. platys e a presenca de anemia,
trombocitopenia e alteragdes leucocitarias, seja leucopenia
ou leucocitose.

Os resultados das andlises estatisticas dos hemogramas
e andlises bioquimicas dos animais positivos e negativos
para A. platys, estdo apresentados no quadro cinco.

No hemograma observa-se que nao houve superposicao
entre as médias de neutrdfilos para os grupos de animais
positivos e negativos, mas para ambos os grupos, perma-
necem dentro dos valores de referéncia para a espécie feli-
na. Entretanto, conclui-se que o intervalo de confianca das
médias de neutrdfilos entre os grupos positivos e negativos
para A. platys é estatisticamente diferente ao nivel de 5%
de probabilidade. Para os outros caracteres, observou-se
superposicio entre os IC das médias de proporgio entre
os grupos de animais positivos e negativos para A. platys,
portanto, estatisticamente as médias das proporc¢des dos
caracteres do hemograma, com exce¢do dos neutrdfilos,
sao iguais a 5% de probabilidade. Para os gatos positivos, o
limite inferior do IC da média para plaquetas ficou abaixo
do limite inferior dos valores de referéncia. Para os gatos
negativos, o limite superior do IC da média das propor¢des
para os eosino6filos e bastdes superou os valores de referén-
cia para esses caracteres.

Para os caracteres testados na bioquimica sérica, so-
mente a creatinina obteve média igual a zero, sendo assim
ndo houve superposicdo entre as médias de creatinina para

Quadro 4. Dados hematoldgicos (n=91) e comparag¢ido com
resultado da PCR de gatos atendidos no Hospital Veterinario
da UENF, independente do estado de satide e testados para
Anaplasma platys

Dados hematoldgicos (nimero) PCR A. platys, nimero (%)
Positivo
2 (40%)°
10 (11,63%)
3 (10,71%)°

9 (14,29%)

Negativo

3 (60%)
76 (88,37%)
25 (89,29%)
54(85,71%)

I. Anémicos* (5)
I1. Ndo-anémicos (86)
I1I. Trombocitopénicost (28)

IV. Ndo-trombocitopénicos (63)

V. Leucopenia® (3) 2¢ 1
VI. Leucocitosef (17) 04 17
VIL Sem alteragdes leucocitarias (71) 104 61

2 P>0,05 para o grupo I versus II (teste de Fisher), "P>0,05 para o grupo
III versus IV (teste de Fisher), € P>0,05 para o grupo V e VII (teste de
Fisher), ¢ P>0,05 para os grupos VI e VII (teste de Fisher), £ Valores de
referéncia: Jain (1993).

Quadro 5. Limites inferiores e superiores do Intervalo de
Confian¢a da média populacional dos caracteres do hemograma
e das analises de bioquimicas sérica apresentados pelos
animais positivos e negativos para Anaplasma platys

Parametros Total de animais (n=91)

Positivos Negativos Valores de

(n=12) (n=79) referéncia

Hemacias (x10°/pL) 5,81-9,04 7,86 - 8,64 5,0-10,0

VG % 24,99-39,71 33,67-37,00 24,0-45,0

Hemoglobina (g/dL) 8,59-13,66  11,63-12,79 8,0-15,0

_. VCM (fL) 41,63-45,05 41,89-44,22 39,0-55,0

g CHCM (%) 33,80-34,85 34,36-34,90 30,0-36,0
;;30 Plaquetas (x10%/pL) 139,80-316,03 225,82-289,16 175,0-500,0
2 Leucoécitos totais (X103/uL)  8,08-14,50  14,06-17,65 5,50-19,50

é Eosinéfilos (pL) 393,51-969,82 996,37 -1531,15 0,0-1500,0

Bastonetes (pL) 64,94 - 296,40 156,21-489,05 0,0-300,0
Neutrofilos (X103/uL) * 4,11-8,09 8,88-11,35 2,50-12,50
Linfécitos (X103/uL) 1,60-6,51 2,98-4,34 1,50-7,00
Mondcitos (uL) 153,05-354,12 351,60-527,90 0,0 -850,0
Uréia (mg/dL) 43,79-70,01 47,30-63,34 42,80-64,20
% Creatinina (mg/dL) * 0 0,95-1,99 0,80-1,80
:% ALT (UI/L) 1,49-94,72 37,48-5546 6,00-83,00
2 AST (UI/L) 15,85-33,26 32,19-42,83 26,00 -43,00
-= FA (UI/L) 22,75-49,04 37,15-50,32 25,00-93,00
‘5 GGT 1,66 - 3,87 2,56 - 3,67 1,30-5,10
S PT sérica (g/dL) 6,21-10,57 6,72 -7,33 5,40 - 7,80
& Albumina (g/dL) 2,23-3,21 2,46 - 2,81 2,10-3,30
Globulina (g/dL) 3,80 - 7,54 4,08 - 4,70 2,60 - 5,10

* Diferenca estatistica, ao nivel de 5% de probabilidade entre os grupos
sintomaticos e assintomaticos. Legenda: Volume globular (VG), Volume
Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotrans-
ferase (AST), Fosfatase alcalina (FA), Gama glutamil transferase (GGT),
Proteina total (PT). Fontes de Valores de Referéncia: Lopes etal. (2007)%,
Meyer et al. (1995) e Kaneko et al. (2008)2

os grupos de animais positivos e negativos, o que conclui
serem grupos estatisticamente diferentes ao nivel de 5%
de probabilidade. Para o grupo de animais negativos para
A. platys, o limite superior do IC da propor¢do da média de
creatinina foi maior que o limite maximo aceito na refe-
réncia teérica utilizada neste estudo. Os outros caracteres
testados na bioquimica sérica apresentaram superposigio
entre os IC das proporg¢des das médias, sendo iguais esta-
tisticamente ao nivel de 5% de probabilidade. Os limites in-
feriores dos IC das propor¢des das médias de ALT, AST e FA
se apresentaram abaixo dos niveis minimos dos valores de
referencia para os gatos positivos para A. platys. Entretanto
para Uréia, ALT, proteina total e globulinas apresentaram
limites superiores dos IC das propor¢des das médias, acima
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devido ao potencial zoonético dos agentes e da possibilida-
de de infestacdo humana por carrapatos e outros ectopara-
sitas dos animais (Tami & Tami-Maury 2004, De La Fuente
etal. 2005, Dantas-Torres et al. 2006).

Neste estudo, foram pesquisadas em felinos domésti-
cos, a partir do diagnéstico molecular, do género Ehrlichia
Spp. as espécies: E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii, e, do gé-
nero Anaplasma, apenas foi investigada a espécie Anaplas-
ma platys. Por meio da pesquisa em esfregaco sanguineo
utilizando-se microscopia dptica foi avaliada a presenca de
hemocitozoarios nos diferentes tipos celulares e compara-
do os resultados desta pesquisa com a PCR, ambas conside-
radas técnicas de pesquisa direta dos agentes Rickettsiais.

A ndo amplificacdo do DNA das espécies pertencentes
aos géneros Ehrlichia spp. observada neste trabalho, esta
de acordo com Aguirre et al. (2004) e Luria et al. (2004)
que ndo detectaram o DNA de nenhuma espécie de Ehrli-
chia spp em amostras de sangue de 553 gatos domésticos
na Florida. Este estudo também corrobora com os resulta-
dos de Lappin et al. (2005), que pesquisou 92 gatos e suas
pulgas nos EUA sem detectar DNA erliquial. Da mesma for-
ma Vita et al. (2005), e Eberhardt et al. (2006), também nao
amplificaram DNA de Ehrlichia canis em Abruzzo (Italia) e
no Arizona, respectivamente; Em 47 gatos domésticos tes-
tados por Solano-Gallego et al. (2006), todas as amostras
foram negativas para a presenca do DNA de Ehrlichia spp.
Santiago (2010) pesquisou 600 gatos em Madrid e regido
metropolitana, e da mesma forma nio obteve éxito na de-
teccdo de Ehrlichia spp. tanto no sangue quanto em culti-
vos celulares. Alguns autores sugerem a falha na deteccgio
devido a problemas de extracdo do DNA, o que nio foi o
motivo no presente estudo uma vez que todas as amostras
foram positivas para a a enzima GAPDH,. No entanto, con-
trariando os resultados deste estudo, alguns autores obti-
veram sucesso na amplificagdo de DNA de Ehrlichia spp.
em gatos domésticos (Beaufils et al. 2002, Breitschwerdt et
al. 2002, Yin-Chiachun et al. 2003, Oliveira 2008, Tabar et
al. 2008, Georges et al. 2008) e em felinos selvagens onde
André (2008) foi o pioneiro a detectar a presenca de E. ca-
nis em 11 felinos selvagens mantidos em zoolégicos de Sdo
Paulo e Brasilia. Breitschwerdt et al. (2002) detectaram
DNA de E. canis em trés felinos domésticos com manifesta-
¢oes clinicas de erliquiose, porém soronegativos frente ao
antigeno de E. canis. Também, Yin-Chiachun et al. (2003)
detectaram DNA de E. canis pela nested PCR em dois de
17 felinos domésticos analisados, os quais apresentavam-
-se soronegativos e anémicos. Em Barcelona, Tabar et al.
(2008) encontraram um Unico animal positivo na PCR para
os géneros Ehrlichia/Anaplasma entre 100 felinos domés-
ticos. No Brasil, Oliveira (2008) relata a primeira detec¢ao
molecular de E. canis em 3 de 15 gatos pesquisados. Geor-
ges etal. (2008) pela primeira vez em Trinidad testaram 15
gatos domésticos e detectou o DNA de E.canis em um gato.

Neste estudo para as espécies do género Ehrlichia sp., foi
utilizada a PCR convencional, ou seja, uma reagdo onde se
amplifica o DNA pesquisado em uma tnica etapa de acordo
com Alves etal. (2005); Doyle etal. (2005) e Inokuma etal.
(2000) que pesquisaram essas espécies em caes, cuja para-
sitemia é maior que nos gatos Entretanto, segundo Wen et
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al. (1997), a nested PCR é altamente sensivel, pois é capaz
de detectar 0,2pg de DNA purificado de E. canis, enquanto
que uma sé amplificacdo de DNA permite detectar apenas
valores acima de 20pg.

Apos testar a nested PCR com primers baseados na
seqliéncia do gene 16SrRNA da Ehrlichia spp. na primeira
amplificagdo e primers especificos para E. canis na segun-
da etapa, Wen et al. (1997) inferiram que a nested PCR é
altamente sensivel e especifica para a detecgio de E. canis.
Aguirre et al. (2008) relatam ap6s comparar cinco proto-
colos diferentes de nPCR com uma PCR convencional, que
a nPCR chega a ser 33% mais eficiente para a detecgdo de
E. canis. Ramos et al. (2009) também recomenda o nPCR
para pesquisa de E. canis e A. platys pela maior sensibilida-
de e especificidade para detec¢do de ambos os patoégenos.
Entretanto, uma analise comparativa entre a PCR (gene
DSB) e a nested-PCR (16S rRNA), realizada em 24 amostras
sangiiineas de cdes naturalmente infectados por E. canis,
demonstrou que as duas técnicas sdo adequadas ao diag-
nostico da erliquiose monocitica canina (Machado 2004).
Outros alvos moleculares, especificos para a identificagdo
de sequiéncias do DNA de E. canis e utilizados em PCR de
etapa Unica, vém demonstrando serem igualmente sensi-
veis e especificos em relagdo a técnica de nested-PCR, com
as vantagens adicionais de reduzirem falsos-positivos devi-
do a contaminagao por produtos da PCR da primeira etapa,
além de abreviar o tempo de execu¢do (Alves et al. 2005;
Marsilio et al. 2006; Vinasco et al. 2007). Doyle et al (2005),
desenvolveram um protocolo de PCR em tempo real (real-
-time PCR) no qual é possivel detectar e diferenciar im-
portantes espécies de Ehrlichia em uma Unica reagido de
amplificagdo do gene dsb, com satisfatéria sensibilidade
analitica. A técnica foi capaz para distinguir as espécies E.
chaffeensis, E. ewingii e E. canis, detectando também coin-
feccoes em uma mesma amostra (Doyle et al. 2005). Sendo
assim, o protocolo para reagdo de PCR, em uma tnica etapa
de reacdo, avaliado neste trabalho, foi eficaz e especifico
para o diagnostico de E. canis na espécie felina. Vale ressal-
tar que a parasitemia nesta espécie é bem menor que em
cdes, (Luria et al. 2004; Lappin et al. 2005, Shaw et al. 2005,
Eberhardt et al. 2006) sendo imprescindivel estabelecer
o limiar de detecgdo das espécies erliquiais no sangue de
felinos pelas técnicas de PCR em etapa unica.

A realizagdo de uma PCR, amplificando DNA de todas as
espécies de Ehrlichia spp., seguida por seqiienciamento, é
uma ferramenta util para o estudo epidemiolégico da in-
feccdo erliquial em carrapatos e vertebrados (Inokuma et
al. 2001). Sempre que possivel, fragmentos amplificados
pela PCR devem ser seqiienciados para confirmar a valida-
de dos resultados da PCR quando o ensaio esta sendo fei-
to para diferenciar espécies de Ehrlichia, particularmente
quando a PCR é aplicada a amostras derivadas de outros
animais que nao cdes (Hancock et al. 2001, Massung &
Slater 2003). Neste estudo nao foi possivel a realizacio do
seqlienciamento, uma vez que nao houve amplificacdo de
DNA de espécies dos géneros Ehrlichia sp.

Considerando que regido de estudo (Campos dos Goyta-
cazes) seja endémica para a infec¢do por E. canis em caes
(Albernaz et al. 2007), os autores supracitados sugerem
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que felinos sdo mais resistentes a infeccdo ou menos expos-
tos a vetores apropriados que os cdes, ou ainda que remo-
vam os vetores antes que a transmissdo dos hemoparasitas
ocorra (48 horas). Também é possivel que os gatos deste
estudo possuam menor numero de cdpias circulantes de
DNA de Ehrlichia spp. que os cées, ou ainda, que a aliquo-
ta da amostra coletada nio tivesse a presenca de morulas,
gerando resultados falso-negativos (Luria et al. 2004, Lap-
pin et al. 2005, Eberhardt et al. 2006). Segundo Shaw et al.
(2005), felinos parecem ser menos predispostos que caes a
certas doengas transmitidas por carrapatos, tais como er-
liquiose, babesiose e hepatozoonose e também questiona
a possibilidade dos felinos apresentarem uma resisténcia
inata ou adaptativa a infeccao que limita o desenvolvimen-
to da doenca ou de certa forma, comprometem a transmis-
sdo de agentes pelos carrapatos. Pouco se conhece sobre
as espécies de carrapatos capazes de infestar e transmitir
doengas aos gatos.

Nos gatos desse estudo observou-se que no diagnostico
direto, tanto no esfregaco sanguineo como na pesquisa de
DNA, a presenca dos agentes causadores de infecgdo por
bactérias pertencentes a Familia Anaplasmataceae, sdo
pouco freqiientes e independe da raca, idade, sexo ou da
condigdo clinica dos animais, o que é corroborado por Al-
mosny & Massard (2002), que relatam que no Brasil, existe
apenas a descricdo de casos esporadicos de Ehrlichia sp.
em felinos domésticos.

Quanto ao diagnostico em esfregacos, Mylonakis et al.
(2003) relatam que as alteracdes morfoldgicas nas células
que podem ser parasitadas por E. canis e A. platys, podem
gerar confusdo durante a leitura na microscopia, especial-
mente em plaquetas que apresentam granula¢des densas
ouresquicios nucleares de megacaridcitos, assemelhando-se
a morula de A. platys. Outro fator importante é que moru-
las de E. canis podem ser observadas em plaquetas como ja
foi descrito por Almosny (1998), podendo ser confundida
com A. platys baseando-se na identificacdo morfolégica do
agente na célula parasitada. D’Agnone (2006) observou a
presenca de E. canis em plaquetas de dois caes por meio da
nPCR. Sousa (2006) também observou moérulas de E. canis
em plaquetas de dois caes e de E. canis e A. platys em outros
dois cdes de um total de 15 animais pesquisados por nPCR
e Ramos et al. (2009) através da nPCR observaram que de
quatro cdes com moérulas em plaquetas, trés eram E. canis
e apenas uma amostra era A. platys. Neste estudo nenhuma
das amostras positivas no esfregaco foram positivas para
nenhuma espécie do género Ehrlichia sp, sendo necessario
maiores investigacdes acerca da presenca das inclusdes nas
plaquetas.

Entre as espécies do género Anaplasma foi investigada a
espécie A. platys através da nested PCR utilizando os oligo-
nucleotideos 8F, 1448R, Platys e EHR 16SR, cuja proporc¢io
de amostras positivas foi de 0.1318 (12/91) com IC entre
0,0609 e 0,2029 nas amostras dos gatos pesquisados. A
freqiiéncia de gatos positivos para Anaplasma platys numa
populacdo infinita é estatisticamente significativa.

A verificagdo da A. platys obtida neste estudo vém cor-
roborar com Lima et al. (2010) que em Pernambuco, fize-
ram a primeira descri¢cao molecular de A. platys em um gato

macho de aproximadamente 10 anos, com anorexia, apatia,
andria e constipacdo. Na rotina clinica, com a realizacao de
um hemograma observaram durante a contagem diferen-
cial de leucécitos, que algumas plaquetas apresentavam
moérulas compativeis com A. platys e nenhuma outra altera-
¢do importante. Para a identificacdo molecular, Lima et al.
(2010), utilizaram o mesmo protocolo de nested PCR utili-
zado neste estudo. Antes de Lima et al. (2010), Santarém et
al. (2005) relataram pela primeira vez um caso de uma gata
com anemia normocitica normocromica, trombocitopenia
e que apresentava morulas em aproximadamente 7% das
plaquetas tipo-Anaplasma platys.

Em felinos selvagens, Dahroug (2009) detectou por
nPCR o DNA de A. platys em uma onga parda de cativeiro e
se apresentava sadia e sem alteragdes fisiolégicas ao exame
fisico e ao hemograma.

Nido existem outros relatos desta parasitose em felinos
domésticos ou selvagens, de uma maneira geral, sugerindo
ser este o primeiro estudo epidemioldgico da Rickettsiose
felina por A. platys. No entanto, relatos de infecgdes por
outras espécies do género Anaplasma sdo reportados. Para
Anaplasma phagocytophilum, as taxas de soro prevaléncia
encontradas variaram de 1,8% a 4,3% em felinos domésti-
cos (Bjoersdorff et al. 1999; Lappin et al. 2004; Solano-Gal-
lego et al. 2006; Billeter et al. 2007). O método molecular
também é descrito como ferramenta para detec¢do da in-
feccdo por Anaplasma phagocytophilum em felinos (Lappin
et al. 2005, Shaw et al. 2005, Solano-Gallego et al. 2006,
Tabar et al. 2008, Otranto & Dantas-Torres 2010, Santiago
2010).

Nenhuma publicacdo descreveu até agora o modo de
transmissdo desses agentes no gato. Por um lado, tem-se
responsabilizado o carrapato, por serem os vetores desses
agentes nos cdes, o que sugere que no gato tambem sejam
transmitidos pela picada do mesmo. Carrapatos infectados
com mérulas compativeis de Ehrlichia / Anaplasma spp.
também foram encontrados em gatos (Buoro et al. 1989,
Bjoersdorf et al. 1999, Tarello 2005, Otranto & Dantas-Tor-
res, 2010). No entanto ha descricdo de casos de infecdo
por esses agentes nos felinos sem exposi¢do 4 artrépodes
(Charpentier et al. 1986, Bouloy et al. 1994, Beaufils et al.
1995, 1999). Além disso, a transmissdo tem sido associada
4 pulgas, por serem vetores presentes em gatos com suspei-
ta de infeccao por Ehrlichia spp. (Peavy et al. 1997). Outra
possibilidade é a aquisicdo destes agentes por comer roe-
dores infectados, como no caso de Coxiella burnetii (Kordi-
ck et al. 1995) ou pelo contato com os artrépodes que se
alimentam de roedores (Kawahara et al. 1993, Nicholson
et al. 1998). Entretanto, o aumento dos relatos de casos de
infecgdes por esses agentes nestes animais reforc¢a a neces-
sidade de maiores estudos para definir quais as espécies
infectam gatos e qual a participagao deles na epidemiologia
das erliquioses.

Como descrito anteriormente, ndo foram encontrados
carrapatos nos gatos desse estudo, mas pulgas e pilhos fo-
ram identificados em 71,43% (65/91) mas sem associa¢do
com a presenca do DNA de A. platys. Este resultado esta de
acordo com os resultados obtidos por Santiago (2010) que
obteve soro reatividade para alguns agentes Rickettsiais (E.
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canis, A. phagocitophilum, N. risticii) em gatos com ectopa-
rasitos, porém estatisticamente ndo associou a presenca de
pulgas e carrapatos, com as Rickettsioses felinas.

Ferreira et al. (2007) compararam a analise morfologi-
ca por meio do esfregago sanguineo com os resultados da
analise molecular (PCR) e observaram que nao houve di-
ferenca significativa (p>0,05) entre os testes, o que indica
que a andlise do esfregaco de sangue é uma boa alternativa
para o diagnéstico A. platys, dados esses que também fo-
ram observados neste estudo. A possibilidade da utilizacdo
da PCR, por esses autores, nado foi descartada, por ser um
teste altamente especifico. A chance de um falso-negativo
entre os animais PCR-negativo existe, jA que uma quantida-
de reduzida de microrganismos pode causar a inflamacio
e o aparecimento de corpos de inclusao inespecificos que
podem nio ser suficientes para serem detectaveis.

Por outro lado, devido a natureza ciclica da doenca,
visualizar o microorganismo no interior das plaquetas de
animais doentes nio é uma tarefa ficil, e é geralmente um
achado acidental. Isso pode ser explicado por uma diminui-
¢do da contagem de plaquetas durante a infecgdo e, conse-
qliientemente, diminui¢do do nimero de microorganismos
circulantes. A baixa freqiiéncia de parasitas no esfregaco de
sangue faz com que o método ndo seja tdo preciso, especial-
mente durante a fase trombocitopénica. A fim de encontrar
as morulas, uma andlise cuidadosa e ampla do esfregaco
sanguineo deve ser realizada na microscopia optica. In-
feccdes por E. canis tambem podem apresentar corpos de
inclusdo em algumas células do sangue, incluindo as pla-
quetas (Almosny 1998, D’Agnone 2006, Ramos et al. 2009),
em algum estagio, e a possibilidade de visualiza¢io dos gra-
nulos devido a ativagido plaquetaria ndo pode ser descarta-
da. Essas inclusdes podem ser erroneamente identificada
como uma moérula de A. platys.

Corposdeinclusdo em plaquetas podem estar relaciona-
dos a outras doengas (Mylonakis et al. 2003), e as plaquetas
desempenham um papel importante durante os processos
inflamatérios. Um achado hematolégico comum durante a
inflamacdo é a ativacdo plaquetaria e liberacdo de media-
dores soluveis que controlam a atividade das células san-
guineas e endoteliais (Martin et al. 2005) portanto, estes
corpos de inclusdo citoplasmaticas sdo freqiientes. Essas
inclusbes sdo caracterizada pela formacao de granulos, que
se concentram na regiao central das plaquetas como falsos
nucleos, semelhantes a uma moérula (Harvey 2001). Neste
estudo, a presenca de corpos de inclusdo em macroplaque-
tas observadas pela microscopia optica, foi identificada em
nove amostras (9,89%) entretanto, somente quatro foram
positivas na nPCR, que identificou doze amostras (13,19%)
positivas para para A. platys . A possibilidade de infeccao
por um outro parasita ou granulos devido a ativacao pla-
quetaria, ndo podem ser descartada, sendo assim, estudos
mais detalhados sao impressindiveis.

Segundo Chang & Pan (1996) a nested PCR é muito
sensivel na deteccdo de A. platys no sangue, tanto na fase
aguda quanto cronica da trombocitopenia ciclica. Desta
forma, o protocolo para reacdo de nPCR, avaliado neste tra-
balho, mostrou- se eficaz e especifico para o diagnéstico de
A.platys.
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Cardozo et al. 2007 analisaram o gene 16S rRNA da A.
Platys detectado pela nPCR e descreveram a importancia
do seqiienciamento do DNA para desenvolvimento da es-
pecificidade e sensibilidade dos exames moleculares e para
melhor caracterizar as linhagens circulantes no Brasil. A in-
cidéncia de A. platys no Brasil é baixa (Macieira et al. 2005)
e a caracterizagdo molecular envolvendo a comparacgio de
seqiiéncias de DNA de cepas brasileiras com cepas ao redor
do mundo é muito importante, porém, neste estudo nio foi
possivel a realizacdo do seqiienciamento das amostras po-
sitivas.

Cabe salientar que a sensibilidade da PCR na identifica-
¢do de agentes erliquiais nos felinos com infec¢do cronica é
desconhecida. Os organismos erliquiais podem ser seqiies-
trados no bago e nio serem encontrados no sangue circu-
lante. Se a infeccdo em felinos mimetiza a Rickettsiose cani-
na, grande nuimero de felinos com doenca subclinica pode
existir. Tais animais podem, dessa forma, serem identifi-
cados pela sorologia (Legendre 2002, Billeter et al. 2007).
Por outro lado, os felinos podem ser capazes de debelar o
parasita, porém manterem titulos de anticorpos em niveis
ainda detectaveis (Billeter et al. 2007).

Apesar existirem poucos estudos sobre as alteracdes
hematoldgicas, normalmente a maioria os autores citam
anemias associadas as Rickettsioses em felinos (Charpen-
tier et al. 1986; Buoro et al. 1989; Beaufils et al. 1995 e
1999, Almosny 1998, Davenport et al. 1998, Gaunt 2000,
Stubbs et al. 2000, Breitschwerdt et al. 2002, Aguirre et al.
2004), no entanto neste estudo, anemia ou qualquer ou-
tra alteracdo na série vermelha do hemograma nao foram
associadas a presenca de A. platys nos gatos pesquisados.
Santiago (2010) relata que os gatos soropositivos para Ehr-
lichia canis, também ndo desenvolveram anemia, mas apre-
sentaram hematdcrito aumentado, possivelmente devido a
desidratacao, que também foi observado por Bouloy et al.
(1994) e Beaufils et al. (1999).

A trombocitopenia é um achado comum em gatos com
doengas erliquiais (Almosny 1998; Almosny & Massard
1999; Davenport 1998; Gaunt et al. 2000), porém, os re-
sultados obtidos neste estudo corroboram com Santiago
(2010) que nio associou trombocitopenia com a erliquiose
felina, apesar de ter encontrado casos de trombocitopenia
acentuada em alguns gatos, o que também foi observado
neste estudo, mas a causa dessa alteracido plaquetaria nio
foi esclarecida. Oliveira (2008) observou trombocitopenia
apenas em um dos trés gatos positivos para E. canis inves-
tigados por PCR.

Foi observada diferen¢a (p<0,05) no leucograma dos
gatos positivos e negativos para A. platys, apesar dos valo-
res estarem dentro dos valores de referéncia utilizados no
Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Estadual
do norte Fluminense (Lopes et al. 2007; Meyer et al. 1995).
Nao ha relatos na literatura, de alteragées no nimero de
qualquer célula da linhagem leucocitaria associados as do-
encas Rickettsiais em felinos. Neste estudo, observou-se
que os gatos positivos apresentaram limites médios me-
nores que os gatos negativos, ou seja, ha uma tendéncia a
neutropenia no grupo de animais positivos, como é descri-
to para outros agentes Rickettsiais.
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Poucos relatos existem sobre as alteracdes nos caracte-
res analisados na bioquimica sérica associados aos agen-
tes Rickettsiais. A hiperproteinemia tem sido descrita nos
gatos em varios estudos (Buoro et al. 1989, Bouloy et al.
1994, Beaufils et al. 1995, 1999, Almosny 1998, Daven-
port 1998, Stubbs et al. 1998, 2000, Almosny & Massard
1999, Gaunt et al. 2000, Aguirre et al. 2004, Tarello 2005,
Santiago 2010). A hiperproteinemia é originada por uma
hiperglobulinemia, que por sua vez e produzida por uma
hiper gamaglobulinemia, devido ao aumento da respos-
ta humoral frente aos agentes Rickettsiais. Neste estudo
ndo se observou alteragdo na proteina total sérica e suas
fragdes (albumina e globulina) nos animais pesquisados,
provavelmente pela baixa patogenicidade da A. platys em
felinos domésticos diferente da E. canis relatadas pelos au-
tores supracitados.

Santiago (2010) descreve um aumento da creatinina em
gatos soropositivos, o que é esperado segundo o autor, pois
esses animais podem apresentar altera¢des renais o que
também foi relatado por Beaufils et al. (1999), Stubbs et al.
(1998, 2000) e Aguirre et al. (2004). De acordo com Almos-
ny & Massard (1999), por meio de infec¢des experimentais
por E. canis em felinos domésticos jovens observaram uma
pequena elevacdo dos niveis séricos de uréia e creatinina.
Os resultados obtidos nesse trabalho contradizem esses
autores, onde a creatinina nos animais positivos atingiu
média zero. Quanto aos niveis de uréia, nao houve diferen-
¢a estatistica entre os animais positivos e negativos para A.
platys, apesar de se observado casos de uremia acentuada
em alguns gatos.

Em infeccdo experimental por E. canis em felinos do-
mésticos jovens, Almosny & Massard (1999), observaram
um aumento da atividade sérica das transaminases e fos-
fatase alcalina e hipoalbuminemia. Nos gatos desse expe-
rimento, positivos e negativos para A. platys as alteracdes
nas enzimas hepaticas nio foram estatisticamente signifi-
cativas. Sousa (2006) nio observou alteragio nos niveis de
fosfatase alcalina e hipoalbuminemia tanto na fase aguda
como na fase cronica da infecgio por A. platys em caes pa-
rasitados e confirmados por nPCR.

O presente estudo permite concluir que o género Ehr-
lichia spp. ndo foi detectado, utilizando PCR convencional,
enquanto a nPCR foi eficaz e especifica para o diagndstico
de Anaplasma platys. Conclui também que a utilizagdo do
esfregaco sanguineo objetivando-se encontrar corpos de
inclusao mostrou-se pouco efetiva, ressalta-se inclusive que
amostras positivas no esfregaco sanguineo nao demonstra-
ram positividade para Ehrlichia spp. na PCR convencional.
Ja os esfregacos sanguineos de primeira gota de sangue de
ponta de orelha e a nPCR mostraram eficacia na detec¢io
de A. platys. Quanto as inclusdes basofilicas observadas nas
plaquetas ndo devem ser definidas apenas como moérulas
de A. platys. Ainda conclui-se que nenhuma alteracio cli-
nica, hematolégica e de bioquimica sérica observada neste
estudo, foi relacionada a presenca de A. platys.
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