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RESUMO 

MAIA, Diogo dos Santos. Detecção de A. platys em cães trombocitopênicos de duas 

mesorregiões do estado do Rio de Janeiro. 2023. 69p. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Veterinárias), Instituto de Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2023.  

 

Anaplasma platys é uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatória, com tropismo para as 

plaquetas e agente etiológico da Trombocitopenia Cíclica Infecciosa Canina (TCIC), 

enfermidade distribuída mundialmente, transmitida pelo carrapato ixodídeo Rhipicephalus 

sanguineus sensu lato e comumente associada, como o nome indica, à trombocitopenia em cães. 

É predominante em regiões de clima subtropical e tropical, incluindo o Brasil, onde ocorre com 

prevalências que variam de 2 a 55%, com relatos em todas as regiões do país. É sabidamente 

um agente zoonótico e seu vetor já foi descrito parasitando seres humanos no Brasil. Apesar de 

sua importância, vários aspectos da infecção ainda são desconhecidos em muitos locais do país. 

Desta forma, este estudo objetivou determinar a prevalência, por métodos hematológicos e 

moleculares, analisar os aspectos epidemiológicos, e avaliar a diversidade genética de A. 

platys, utilizando o gene gltA, em amostras de sangue total de cães trombocitopênicos 

naturalmente infectados de duas mesorregiões do estado do Rio de Janeiro. Foram utilizadas 

amostras de sangue total de cães trombocitopênicos, independente do sexo, raça e idade, das 

mesorregiões Metropolitana e do Sul Fluminense, para a avaliação hematológica, pesquisa de 

hemoparasitos e investigação molecular quanto à presença de A. platys, Ehrlichia sp e Babesia 

sp, excluindo-se do estudo as amostras positivas para os dois últimos. Os resultados 

hematológicos dos animais positivos e negativos para A. platys foram comparados, e a 

correlação das variáveis sexo, raça e idade dos cães com a positividade para A. platys foi 

verificada, bem como o grau de concordância entre os diagnósticos molecular e parasitológico 

para A. platys. As amostras positivas para A. platys foram sequenciadas e submetidas a análise 

filogenética. Ao todo, 404 amostras foram processadas, sendo 274 da mesorregião 

Metropolitana e 130 da mesorregião do Sul Fluminense. Destas, 4,7% (19/404) amplificaram 

para o gene gltA de A. platys, e coinfecção foi detectada em 4 amostras. Anemia, hipocromia, 

hipoproteinemia e a variável sexo (cães machos) foram associadas à infecção, enquanto não 

houve diferença significativa quanto aos níveis de trombocitopenia entre animais positivos e 

negativos. Demonstrou-se uma concordância fraca entre os diagnósticos molecular e 

parasitológico. Dentre as amostras positivas, quinze foram submetidas ao sequenciamento e 

análise filogenética, e as sequências obtidas mostraram identidade entre 99-100% com isolados 

de A. platys de vários continentes e se organizaram em um mesmo clado. Com base nos 

resultados, conclui-se que há apenas um genótipo de A. platys infectando cães nas áreas de 

estudo, e que anemia é o único achado associado à infecção, não podendo-se considerar a 

presença de trombocitopenia, tampouco sua severidade, como critérios diagnósticos. 

 

Palavras-chave: Anaplasma platys, prevalência, trombocitopenia, cão, Rio de Janeiro 
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ABSTRACT 

MAIA, Diogo dos Santos. Detection of A. platys in thrombocytopenic dogs from two 

mesoregions of the state of Rio de Janeiro. 2023. 69p. Dissertation (Master’s in Veterinary 

Sciences), Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 

2023. 

Anaplasma platys is a gram-negative, obligatory intracellular bacterium, with tropism for 

platelets and the etiological agent of Canine Infectious Cyclic Thrombocytopenia (CICT), a 

disease distributed worldwide, transmitted by the ixodid tick Rhipicephalus sanguineus sensu 

lato and commonly associated, as the name indicates, with thrombocytopenia in dogs. It is 

predominant in regions with a subtropical and tropical climate, including Brazil, where it occurs 

with prevalence rates ranging from 2 to 55%, with reports in all regions of the country. It is 

known to be a zoonotic agent and its vector has already been described as parasitizing humans 

in Brazil. Despite its importance, several aspects of the infection are still unknown in many 

parts of the country. Therefore, this study aimed to determine the prevalence, by hematological 

and molecular methods, analyze the epidemiological aspects, and evaluate the genetic diversity 

of A. platys, using the gltA gene, in whole blood samples from naturally infected 

thrombocytopenic dogs from two mesoregions of the Rio de Janeiro state. Samples were used 

regardless of sex, breed and age, from the Metropolitana and Sul Fluminense mesoregions, for 

hematological evaluation, hemoparasite research and molecular investigation regarding the 

presence of A. platys, Ehrlichia sp and Babesia sp, excluding from the study the positive 

samples for the last two. The hematological results of animals positive and negative for A. platys 

were compared, and the correlation of the variables sex, breed and age of the dogs with 

positivity for A. platys was verified, as well as the degree of agreement between the molecular 

and parasitological diagnoses for A. platys. Samples positive for A. platys were sequenced and 

subjected to phylogenetic analysis. In total, 404 samples were processed, 274 from the 

Metropolitana mesoregion and 130 from the Sul Fluminense mesoregion. Of these, 4.7% 

(19/404) amplified for the A. platys gltA gene, and co-infection was detected in 4 samples. 

Anemia, hypochromia, hypoproteinemia and the variable sex (male dogs) were associated with 

infection, while there was no significant difference in thrombocytopenia levels between 

positive and negative animals. A poor agreement was demonstrated between molecular and 

parasitological diagnoses. Among the positive samples, fifteen were subjected to sequencing 

and phylogenetic analysis, and the sequences obtained showed identity between 99-100% with 

A. platys isolates from several continents and formed a single clade. Based on the results, it is 

concluded that there is only one genotype of A. platys infecting dogs in the study areas, and that 

anemia is the only finding associated with the infection. It is not possible to consider the 

presence of thrombocytopenia, nor its severity, as diagnostic criteria. 

 

Keywords: Anaplasma platys, prevalence, thrombocytopenia, dog, Rio de Janeiro 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O gênero Anaplasma (família Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales) reúne pequenas 

bactérias pleomórficas, intracelulares obrigatórias e Gram-negativas da subclasse 

Alphaproteobacteria, que são transmitidas, em sua maioria, por carrapatos da família Ixodidae 

a hospedeiros vertebrados. Muitas espécies do gênero Anaplasma tem ampliado seu tropismo 

de hospedeiros, contrariando o que era sabido até então. Anaplasma phagocytophilum era a 

única espécie capaz de infectar o ser humano, mas o potencial zoonótico de outras espécies, já 

foi demonstrado, o que denota uma relevância médica e médico-veterinária crescentes (Rar, 

Tkachev; Tikunova, 2021). 

 Anaplasma platys é o agente etiológico da Trombocitopenia Cíclica Infecciosa Canina, 

uma enfermidade de cães inicialmente descrita nos Estados Unidos (Harvey; Gaskin; Simpson, 

1978) mas atualmente relatada em todo mundo, principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais com prevalências que variam entre 0,4% a 70,5% (Rimaszewska; Grenda, 2008; 

Atif, 2016). Embora o cão seja o hospedeiro onde a doença clínica se desenvolva, este agente 

tem sido relatado em uma gama cada vez maior de hospedeiros, como felinos, ruminantes, 

cervídeos e o próprio ser humano (Atif et al, 2021).     

 A extensão exata da infecção por A. platys em seres humanos não é conhecida, uma vez 

que os relatos indicam casos clínicos de severidade variável, além da ocorrência de coinfecções 

(Arraga-Alvarado et al, 2014; Breitschwerdt et al, 2014; Maggi et al, 2013). O carrapato 

apontado como vetor da doença, Rhipicephalus sanguineus sensu lato, já foi descrito 

parasitando seres humanos no Brasil (Acosta; Martins; Labruna, 2017).  

 Devido à sua dimensão continental e muitas particularidades regionais, há muitas 

divergências quanto à prevalência e fatores de risco para a infecção por A. platys no Brasil, e 

para muitos locais tais informações ainda são desconhecidas. Diante deste cenário, e 

considerando sua crescente importância para a Saúde Pública enquanto agente zoonótico, este 

trabalho teve como objetivos estabelecer a prevalência, e investigar a diversidade genética de 

Anaplasma platys em cães trombocitopênicos de duas mesorregiões do estado do Rio de 

Janeiro. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Família Anaplasmataceae 

 A família Anaplasmataceae (ordem Rickettsiales) reúne agentes de distribuição mundial 

e reconhecido potencial zoonótico, representados pelos gêneros Ehrlichia, Anaplasma, 

Neorickettsia e Wolbachia. Caracterizam-se como pequenas bactérias pleomórficas e Gram-

negativas, que residem em vacúolos citoplasmáticos das células hospedeiras, isoladamente ou 

em inclusões compactas denominadas mórulas. Com exceção do gênero Wolbachia, as espécies 

desta família se replicam em hospedeiros vertebrados e são transmitidos por carrapatos ou 

trematódeos vetores (Dumler et al, 2001).   

  Com base na análise filogenética dos genes 16S rRNA e groESL, a família 

Anaplasmataceae passou por uma significativa reorganização taxonômica, a partir da qual a 

estrutura de tribos foi descontinuada e espécies foram criadas ou tiveram seus gêneros alterados 

(Quadro 1). 

 

Quadro 1. Taxonomia da família Anaplasmataceae, antes e depois da reorganização proposta por 

Dumler e colaboradores (Adaptado de Rikihisa (1991); Dumler et al (2001)) 

  Até 2001 A partir de 2001 

Família Rickettsiaceae Anaplasmataceae Anaplasmataceae 

Tribo Tribo Erlichieae  - - - 

Gênero Ehrlichia sp Anaplasma sp Ehrlichia sp Anaplasma sp Neorickettsia sp 

Espécies E. canis A. marginale E. canis A. marginale  

 E. chaffeensis A. centrale E. chaffeensis A. centrale  

 E. ewingii A. ovis E. ewingii A. ovis  

 E. muris  E. muris   

 E. equi   

A. phagocytophilum 

 

 E. phagocytophila    

 Agente da HGE    

 E. bovis   A. bovis  

 E. platys   A. platys  

 E. risttici    N. risttici 

 E. senettsu    N. senettsu 
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2.2 Anaplasma platys 

 

2.2.1 Posição taxonômica 

 

A atual posição taxonômica de Anaplasma platys, agente etiológico da Trombocitopenia 

Cíclica Infecciosa Canina, está descrita a seguir:  

 

Império: Prokaryota (Cavalier-Smith, 2002) 

Reino: Bacteria (Cavalier-Smith, 2004) 

Filo: Pseudomonadota (Garrity et al., 2005) Oren; Garrity, 2021 

Classe: Alphaproteobacteria (Garrity; Bell; Lilburn, 2005) 

Ordem: Rickettsiales (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al, 2001 

Família: Anaplasmataceae (Philip, 1957) Dumler et al, 2001 

Gênero: Anaplasma (Theiler, 1910) Dumler et al, 2001 

Espécie: Anaplasma platys (French; Harvey, 1983) Dumler et al., 2001 

 

Etimologia (LPSN, 2023): 

Anaplasma, “coisa (bactéria) sem forma”; platys, “que infecta plaquetas”. 

 

2.2.2 Ciclo biológico e transmissão 

 

 O ciclo biológico de todas as espécies do gênero Anaplasma ainda não foi 

completamente estudado (Atif et al, 2021), mas sabe-se que inclui estágios de reprodução em 

carrapatos ixodídeos e hospedeiros vertebrados (Rikihisa, 1991). As bactérias são ingeridas 

pelo carrapato durante o repasto sanguíneo em hospedeiros infectados, e passam por um 

primeiro ciclo de replicação no intestino médio, de onde migram para as glândulas salivares, 

onde ocorre um segundo ciclo de replicação.  A transmissão ocorre durante um novo repasto 

sanguíneo no próximo hospedeiro vertebrado, quando as bactérias são inoculadas com a saliva 

do carrapato (Rar; Golovljova, 2011).  

O papel dos carrapatos na transmissão de outras espécies do gênero Anaplasma e o 

desenvolvimento das bactérias em seus tecidos está bem estabelecido (Kocan; de la Fuente; 

Cabezas-Cruz, 2015), sendo reconhecidos um estágio vegetativo, as formas reticuladas, e um 
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estágio infectante, as formas densas (Kocan et al, 2003), porém, estas são informações ainda 

não determinadas definitivamente para A. platys. 

O cão doméstico é o hospedeiro vertebrado mais comum de A. platys, no qual apresenta 

tropismo para plaquetas (Harvey; Simpson; Gaskin, 1978; Rikihisa, 1991; Almosny; Massard, 

2002; Battilani et al, 2017), também já sendo descrita em promegacariócitos e megacariócitos 

(de Tommasi et al, 2014). Plaquetas parasitadas podem ser vistas na circulação após um período 

pré-patente de 7 a 12 dias, sendo o maior percentual observado na primeira parasitemia após a 

infecção. Poucos dias após a parasitemia inicial, a contagem de plaquetas cai drasticamente, e 

os organismos não são mais observados. As contagens de plaquetas retornam ao normal em 

poucos dias e então são observados episódios recorrentes de parasitemias seguidos de 

trombocitopenia, em “ciclos” que se repetem em média a cada 11 dias (Harvey; Simpson; 

Gaskin, 1978; Harvey, 2012).      

Embora o cão tenha sido considerado por muito tempo o único hospedeiro de A. platys, 

tem sido demonstrado, nas últimas décadas, um espectro mais amplo de hospedeiros (Rar; 

Tkachev; Tikunova, 2021), com relatos de infecção em felinos, bovinos, caprinos, camelos e 

cervídeos (Chochlakis et al, 2009; Lima et al, 2010; Li et al, 2015; Li et al; 2016; Guimarães 

et al, 2019; André et al, 2020). A infecção também já foi diagnosticada em seres humanos, com 

quadros clínicos de severidade variável, o que destaca o potencial zoonótico do agente (Maggi 

et al, 2013; Arraga-Alvarado et al, 2014; Breitschwerdt et al, 2014).      

O carrapato marrom do cão, Rhipicephalus sanguineus sensu lato, é o principal vetor 

implicado na transmissão de A. platys, devido à sobreposição na distribuição de R. sanguineus 

e infecções por A. platys, detecção do DNA de A. platys em carrapatos ingurgitados e não 

ingurgitados coletados a campo e ao fato de que os cães são os hospedeiros primários tanto de 

R. sanguineus quanto de A. platys (Melo et al, 2015; Snellgrove et al, 2020). Entretanto, sua 

competência vetorial não está firmemente estabelecida (Simpson et al, 1991), embora já tenha 

sido demonstrada sua capacidade de transmissão transestadial, de larva para ninfa e ninfa para 

adulto, em condições de campo (Aktas; Ozubek, 2017). Atualmente sabe-se que R. sanguineus 

consiste em um complexo de diferentes espécies, cujas diferenças biológicas ou entre cepas 

podem afetar a competência vetorial de R. sanguineus s.l. para A. platys (Dantas-Torres et al, 

2015). Por outro lado, a competência vetorial de Rhipicephalus sanguineus sensu stricto já foi 

documentada, fornecendo inclusive evidências de transmissão transovariana e transmissão 

horizontal (Snellgrove et.al., 2020).  
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Além de R. sanguineus, o DNA de A. platys já foi amplificado de carrapatos das espécies 

Dermacentor auratus (Parola et al, 2003), Haemaphysalis longicornis e Ixodes persulcatus 

(Kim et al, 2006), além de piolhos da espécie Heterodoxus spiniger (Brown et al, 2005), 

mosquitos da espécie Anopheles sinensis (Wen-Ping et al, 2016) e pulgas das espécies 

Ctenocephalides felis e Pulex irritans (Pérez-Tanoira et al, 2019). Se estes ectoparasitas 

exercem algum papel na transmissão de A. platys, ainda não está claro. A transmissão através 

da inoculação de sangue infectado (Harvey; Simpson; Gaskin, 1978; Gaunt et al, 2010) e a 

transmissão vertical, de cadelas infectadas para suas ninhadas (Matei et al, 2017), já foram 

descritas. Um resumo dos aspectos biológicos de A. platys pode ser encontrado na Figura 1.  

 

 

Figura 1. Representação esquemática do ciclo biológico de A. platys. Com informações de Harvey; 

Simpson; Gaskin, 1978; Brown et al, 2005; Gaunt et al, 2010; Harvey, 2012; Wen-Ping et al, 2016; 

Matei et al, 2017; Pérez-Tanoira et al, 2020; Snellgrove et al, 2020. 

 

 

2.3 Trombocitopenia Cíclica Infecciosa Canina 

 

2.3.1 Distribuição e epidemiologia 

 

 Anaplasma platys é um patógeno de distribuição mundial (Rimaszewska; Grenda, 2008; 

Atif et al, 2021). Relatos de casos da trombocitopenia cíclica infecciosa canina podem ser 
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encontrados em países como Estados Unidos, Grécia, Taiwan, Espanha, Sul da China, 

Austrália, Tailândia e Venezuela (Harrus; Waner, 2011). Relatos da infecção por A. platys em 

todos os continentes, exceto a Antártida, detectada por diferentes técnicas, apontam que a 

prevalência varia entre 0,4% a 70,5% (Atif, 2016). No entanto, sua incidência notável ocorre 

em áreas subtropicais e tropicais, como na América do Sul, onde o carrapato R. sanguineus é 

identificado como o vetor (Chomel, 2011).  

Anaplasma platys foi observada em cães em todas as regiões do Brasil. No Rio de 

Janeiro, há relatos de prevalência em cidades da mesorregião Metropolitna, porém, não foram 

encontrados dados acerca da prevalência na mesorregião do Sul Fluminense (Quadro 2). É 

comum a coinfecção com outros agentes transmitidos por carrapatos, como Ehrlichia canis e 

Babesia vogeli, sendo o carrapato do cão, R. sanguineus, possivelmente o vetor para essas três 

espécies (Costa, 2015).  

 

Quadro 2. Detecção de A. platys em cães de diferentes regiões do Brasil.  

Região Prevalência Método Referência 

Norte    

Belém – PA 23,1% PCR Brandão et al, 2019 

Nordeste    

Recife – PE 55,0% nPCR Ramos et al, 2009 

João Pessoa – PB 13,0% PCR Almeida, 2017 

Mossoró – RN 22,9% Esfregaço sanguíneo Oliveira, 2019 

Patos – PB 40,0% Esfregaço sanguíneo Silva et al, 2020 

Centro-Oeste    

Cuiabá – MT 9,1% PCR Witter et al, 2013 

Campo Grande – MS 17,0% nPCR Soares et al, 2017 

Sudeste    

Belo Horizonte - MG 11,7% PCR Costa-Júnior, 2007 

Rio de Janeiro – RJ 15,8% PCR Ferreira et al, 2007 

Região dos Lagos - RJ 2,6% Esfregaço sanguíneo Accetta, 2008 

Ribeirão Preto – SP 14,9% nPCR Santos et al, 2009 

Maricá – RJ 3,8% PCR Xavier, 2011 

Viçosa - MG 4,0% PCR Oliveira, 2015 

Microrregião de Itaguaí – RJ 17,6% qPCR Silva, 2016a 

Alegre – ES 2,0% nPCR Cardinot, 2017 
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Quadro 2. Continuação. 

Sul    

Porto Alegre – RS 13,6% nPCR Lasta, 2011 

Pelotas – RS 7,9% nPCR Krause et al, 2016 

Pato Branco – PR 32,9% PCR Ribeiro et al, 2017 

Cascavel e Toledo – PR 18,3% PCR Bahiense et al, 2020 

Londrina – PR 15,1% PCR Paschoal et al, 2020 

 

Comumente, há coinfecção por A. platys e Ehrlichia canis, com estudos apontando a 

presença significativa de ambos os patógenos, com taxas de ocorrência que variam de 4,8% no 

extremo sul do Brasil a 70,9% na região Centro-Oeste, dependendo da localização geográfica 

e da população canina sob investigação (Bulla et al., 2004; Dagnone et al., 2003; Melo et al., 

2011, Saito et al., 2008; Santos et al., 2009; Silva et al., 2012; Ramos et al., 2009; Ueno et al., 

2009). 

Há pouca informação disponível sobre a epidemiologia e fatores de risco para infecção 

por A. platys (Atif et al, 2021), e no Brasil, por ser um país de dimensões continentais, há grande 

divergência acerca da prevalência e fatores de risco em diferentes regiões (Cardinot, 2017). 

Lasta (2011), Costa-Júnior et al (2013) e Paschoal et al (2020) não identificaram fatores de 

risco sexuais, etários ou raciais no Rio Grande do Sul, em Minas Gerais e no Paraná, 

respectivamente. O mesmo foi indicado por Sainz et al (2015) para cães do continente europeu. 

No Mato Grosso e no Paraná, respectivamente, Witter et al (2013) e Ribeiro et al (2017) não 

observaram associação de idade e sexo com a infecção por A. platys.  

A faixa etária (igual ou inferior a 6 meses) foi um fator associado à maior positividade 

para A. platys, enquanto não houve diferença significativa quanto ao sexo e definição racial, em 

estudo conduzido por Silva (2016a) no Rio de Janeiro. Presença de ectoparasitos, infestação 

por carrapatos, não domesticação (cães errantes), áreas rurais, forma de criação (cães presos no 

intra e peridomicílio) e ausência de abrigo foram associados com maior positividade por A. 

platys (Costa-Júnior et al, 2013; Silva, 2016a; Brandão et al, 2019).    

 

2.3.2 Patogenia e sinais clínicos 

  

A patogenia da doença está relacionada com a infecção das plaquetas. No hospedeiro 

canino, A. platys entra nas plaquetas por endocitose e se replica por fissão binária no interior de 

um vacúolo, resultando na formação de inclusões denominadas mórulas (De Tommasi et al, 
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2014). Na parasitemia inicial, após um período de incubação de 8 a 15 dias, observa-se o mais 

elevado percentual de plaquetas parasitadas na circulação, seguido por episódios cíclicos de 

parasitemia e trombocitopenia. A natureza cíclica destes episódios tende a diminuir com o 

tempo, resultando em trombocitopenia discreta e de resolução lenta, com ocorrência esporádica 

de microrganismos em plaquetas (Harvey, 2012). 

 Acredita-se que a trombocitopenia ocorre por fagocitose das plaquetas por macrófagos, 

decorrente da injúria direta pela replicação parasitária, nos episódios iniciais, e da remoção 

imunomediada induzida pela opsonização por anticorpos anti-plaquetários, nos episódios 

subsequentes de trombocitopenia (Harvey; Simpson; Gaskin, 1978; De Tommasi et al, 2014). 

Na medula óssea, hiperplasia megacariocítica pode ser observada concomitantemente a esse 

quadro, caracterizando a trombocitopenia como regenerativa (Gaunt; Baker; Babin, 1990; De 

Tommasi et al, 2014).   

Cães infectados podem apresentar ainda um decréscimo na concentração sérica e na 

capacidade total de ligação de ferro, com estoques medulares de ferro normais ou aumentados, 

um cenário compatível com a síndrome da anemia da inflamação (Baker; Gaunt; Babin, 1988). 

Possíveis lesões patológicas induzidas por A. platys em cães infectados incluem pneumonia 

intersticial leve, hiperplasia linfóide e plasmocitose em linfonodos e baço, hiperplasia 

multifocal das células de Kupffer no fígado e infiltrados linfoplasmocíticos nos rins (Harvey; 

Simpson; Gaskin, 1978; Baker et al, 1987; Nair et al, 2016).  

   A Trombocitopenia Cíclica Infecciosa Canina é geralmente assintomática ou 

subclínica (Cordeiro et al, 2020; Rar; Tkachev; Tikunova, 2021). Quando presentes, os sinais 

clínicos mais comuns incluem hipertermia leve, linfadenopatia, petéquias e equimoses (Harvey, 

2012; Diniz; Aguiar, 2022). Anorexia, perda de peso, febre, letargia e quadros hemorrágicos 

foram descritos na Europa, onde também foi observada uma taxa de mortalidade de 23,9% e 

recuperação completa em apenas 38,1% dos casos, sugerindo a existência de cepas mais 

patogênicas nesta região (Bouzouraa et al, 2016). A enfermidade é potencialmente fatal, 

especialmente se o paciente for submetido a procedimentos cirúrgicos ou sofrer algum trauma 

(Diniz; Aguiar, 2022). 

Os sinais clínicos induzidos pela infecção por A. platys podem ser amplos, inespecíficos 

e se sobreporem aos da infecção por outros patógenos transmitidos por carrapatos, como 

Babesia canis e Ehrlichia canis, portanto, o diagnóstico pode ser auxiliado pela avaliação de 

vários parâmetros clínico-patológicos acessíveis e rotineiramente disponíveis (Harvey, 2012; 

Lara et al, 2020).  
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   2.3.3 Diagnóstico  

 

Mórulas de A. platys podem ser observadas no interior de plaquetas em esfregaços 

sanguíneos, embora seja pouco sensível em parasitemias baixas ou ausentes no momento da 

realização do exame (Atif, 2016). Além disso, resultados falso-positivos podem acontecer se 

outras inclusões forem confundidas com o microrganismo, de forma que a confiabilidade do 

diagnóstico é altamente dependente da experiência do examinador (Harvey, 2012; Silaghi et al, 

2017). Embora o exame microscópico seja o de execução mais rápida e de menor custo, é 

também o menos sensível, devido ao caráter cíclico da trombocitopenia e baixo percentual de 

células infectadas (Silaghi et al, 2017). A sensibilidade do método parasitológico é maior na 

fase aguda da doença, quando o número de organismos circulantes é maior, mas um resultado 

negativo não exclui a infecção (Diniz; Aguiar, 2022). A partir do diagnóstico direto, foram 

observadas prevalências variadas no estado do Rio de Janeiro, sendo 14,5% na cidade do Rio 

de Janeiro (Ferreira et al, 2007), 0,96% na Região dos Lagos (Acetta, 2008), 1,9% em Maricá 

(Xavier, 2011), e 25,3% em Itaguaí (Silva, 2016a).  

Os métodos moleculares possuem as vantagens de garantirem diagnóstico específico e 

mais sensível que o exame microscópico, caracterizarem infecções ativas e permitirem 

quantificar a carga parasitária (Sainz et.al., 2015). Além disso, viabilizam o sequenciamento de 

DNA para a posterior identificação de espécies, cepas ou variantes, fornecendo assim 

informações epidemiológicas valiosas (Diniz; Aguiar, 2022). Técnicas baseadas na Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), quando executadas apropriadamente, são as alternativas mais 

sensíveis disponíveis para o diagnóstico da infecção por A. platys (Harvey, 2012). Sangue total 

não coagulado e capa leucocitária são as melhores amostras, entretanto, é crucial que sejam 

obtidas durante a fase aguda dos sintomas e antes do início de qualquer protocolo terapêutico 

(Silaghi et al, 2017). Ferreira et al (2007), ao comparar a PCR com o diagnóstico morfológico, 

não encontraram diferenças significativas entre as duas técnicas, ao contrário de Ramos et al 

(2009), que identificaram uma proporção significativamente maior de resultados falso-

negativos no diagnóstico morfológico. Tal observação foi corroborada por Lara et al (2020), 

que identificaram uma concordância mínima entre PCR e a observação de mórulas no 

esfregaço. No estado do Rio de Janeiro, infecção por A. platys foi identificada por técnicas 

moleculares com prevalências de 15,8% (Ferreira et al, 2007), 3,8% em Maricá (Xavier, 2011), 

e 14,0% em Itaguaí (Silva, 2016a).      
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Técnicas sorológicas também estão disponíveis, porém resultados positivos somente 

indicam exposição aos antígenos de A. platys, não sendo úteis para identificar infecção ativa a 

menos que haja documentação de soroconversão (Birkenheuer, 2013). Comumente, exames 

sorológicos tem resultados negativos durante a fase aguda, em média 1 a 2 semanas após a 

infecção, e altos títulos de anticorpos ainda podem ser detectados meses ou anos após a 

resolução do quadro clínico. Associar testes sorológicos e moleculares pode melhorar a precisão 

do diagnóstico das infecções por A. platys (Lara et al, 2020).  

O desenvolvimento de testes rápidos, prontamente disponíveis para a realização em 

clínicas veterinárias, popularizou a testagem de cães para anticorpos anti-Anaplasma spp e anti-

Ehrlichia spp (Allison; Little, 2013). A tecnologia SNAP®, amplamente difundida nas clínicas 

veterinárias e líder isolada no mercado pet, incorpora etapas que facilitam a visualização e 

interpretação do resultado (O’Connor, 2015), e apresentou sensibilidade e especifidade de 

83,3% e 98,7%, respectivamente, para o diagnóstico de anticorpos anti-A. platys (Liu et al, 

2018). Apesar da vantagem de um resultado rápido, não é possível quantificar anticorpos nem 

diferenciar A. platys de outras espécies da mesma família, devido a possibilidade de reações 

cruzadas. Portanto, na ausência de outras anormalidades clinico-patológicas compatíveis, 

resultados positivos em testes rápidos não devem ser utilizados como única ferramenta 

diagnóstica (Diniz; Aguiar, 2022).    

 

2.4 Diversidade Genética de Anaplasma platys 

 

Através de análises filogenéticas sistemáticas de espécies ou linhagens associadas a uma 

espécie, uma grande quantidade de informações pode ser obtida. Entretanto, quando se trata de 

A. platys, há pouca ou nenhuma informação na literatura elucidando as relações filogenéticas 

entre as cepas utilizando vários genes (Alhasan et al., 2021).  

Os genes GroEsL (“heat-shock” operon), 23S rDNA, 16S rDNA, polinucleotídeo p44, 

e gltA (citrato sintase) são também utilizados como alvos em métodos de diagnóstico e em 

estudos filogenéticos, além de serem úteis na caracterização de cepas de A. platys (Silva et al., 

2016b). 

O gene 16S rDNA é utilizado nos métodos de diagnóstico molecular devido à sua 

elevada conservação e as múltiplas cópias no genoma de bactérias, o que torna a técnica 

molecular mais sensível e confiável (Baldridge et al., 2010).  
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Na análise filogenética de A. platys, o gene groEL é constantemente utilizado (Guo et 

al., 2019; Selmi et al., 2019; Zobba et al., 2015), onde sequências groEL altamente conservadas 

foram detectadas em cães de diferentes regiões e camelos bactrianos da China, formando um 

conjunto comum. Além disso, isolados com sequências atípicas da Itália e do Norte da África 

são abordadas como estirpes semelhantes a A. platys. A análise filogenética do gene groEL em 

A. platys e em cepas relacionadas demonstra que elas se agrupam como um conjunto 

monofilético composto por quatro subgrupos distintos: (i) A. platys típico de cães e camelos 

bactrianos; (ii) diversos isolados semelhantes a A. platys de cabras, ovelhas, bovinos, veados e 

gatos; (iii) dois isolados semelhantes a A. platys de bovinos; (iv) isolados semelhantes a A. 

platys de camelos (Camelus dromedarius) da Tunísia (Rar et al., 2021). 

Utilizando o gene gltA e 16S rDNA, Silva et al. (2016b) descrevem a ocorrência de três 

genótipos circulantes de A. platys em cães de Cuba, com algumas amostras tendo ancestralidade 

comum com o isolado da África, enquanto as outras amostras foram relacionadas a isolados de 

diferentes partes do mundo.   

 

2.5 Alterações Hematológicas  

 

2.5.1 Trombocitopenia cíclica infecciosa canina 

 

 Anaplasma platys se reproduz no interior dos vacúolos das plaquetas do sangue 

periférico e forma inclusões conhecidas como mórulas, que contêm uma ou mais subunidades. 

A maior parte das plaquetas com parasitas é observada durante o período inicial de parasitemia 

(Harvey; Simpson; Gaskin, 1978). As alterações laboratoriais são consequência deste modo de 

infecção.  

Após alguns dias do surgimento de plaquetas infectadas, a contagem plaquetária diminui 

significativamente e, em geral, os microorganismos não são mais identificáveis. Em três a 

quatro dias, após um episódio de trombocitopenia, as plaquetas tendem a se recuperar para 

valores considerados normais (200.000 - 500.000 mm3). Essas fases ocorrem em intervalos de 

uma a duas semanas. Tanto a presença do agente patogênico nas plaquetas quanto a subsequente 

trombocitopenia ocorrem de forma cíclica (Machado et al., 2010; Chomel, 2011; Dyachenko et 

al., 2012; Harvey, 2015).  

A trombocitopenia pode estar acompanhada de anemia normocítica normocrômica 

discreta, e reduções transitórias na leucometria podem ocorrer, podendo ou não caracterizar 
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leucopenia. Entretanto, em cães infectados por Anaplasma platys a trombocitopenia é o achado 

laboratorial mais comum. Outros resultados laboratoriais incluem hiperproteinemia e 

hipoalbuminemia (Harvey, 2012; Witter et al, 2013; Tateishi et al., 2015; Dantas-Torres; 

Otranto, 2016). 

Os achados hematológicos, porém, são inespecíficos e comuns a outras enfermidades, o 

que destaca a necessidade de recorrer a técnicas diagnósticas com maior especificidade a fim 

de caracterizar a infecção de forma assertiva (Krause et al, 2016). 

 

2.5.2 Diagnóstico diferencial com outras hemoparasitoses  

 

Os achados hematológicos na infecção por A. platys, além de inespecíficos, são comuns 

a outras hemoparasitoses caninas comuns, a Erliquiose e a Babesiose, caracterizando-as como 

diagnósticos diferenciais importantes. Na Erliquiose, os achados laboratoriais mais frequentes 

incluem a anemia normocítica normocrômica não regenerativa, juntamente com a redução no 

número de leucócitos e plaquetas (Garcia-Navarro, 2005). Observa-se uma diminuição nas 

plaquetas a partir da segunda semana após a infecção, mantendo-se em níveis reduzidos durante 

a fase aguda e crônica da doença (Oliveira et al., 2000; Moreira et al., 2003; Castro et al., 2004). 

A trombocitopenia é a descoberta hematológica predominante em indivíduos com Erliquiose 

Monocítica Canina (Harrus, Waner, Neer, 2012).  

Na fase subclínica da doença, é possível observar neutropenia absoluta (Codner, Farris-

Smith, 1986), enquanto na fase crônica, a característica é a pancitopenia devido à hipoplasia e 

supressão da medula óssea (Harrus, Waner, Neer, 2012). Durante a fase aguda, podem ocorrer 

variações que vão desde trombocitopenia moderada a grave, anemia e uma leve diminuição na 

contagem global de leucócitos. Por outro lado, na fase subclínica, há trombocitopenia leve, uma 

redução na contagem total de leucócitos, uma diminuição no tamanho médio das células 

vermelhas, juntamente com um aumento nas concentrações médias de hemoglobina corpuscular 

(Asgarali et al., 2012). 

Quanto à babesiose canina, duas espécies, B. gibsoni e B. canis, são as principais 

espécies envolvidas (Lobetti, 1998), sendo a última delas subdividida em três subespécies: B. 

canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi (Carret et al., 1999). A condição é caracterizada 

como uma sepse causada por protozoários, que ocorre em conjunto com uma resposta 

inflamatória generalizada do organismo hospedeiro. A infecção desencadeia um processo de 

destruição citotóxica das hemácias, mediado por anticorpos. Os autoanticorpos são 
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direcionados contra os componentes das membranas das hemácias infectadas e não infectadas, 

resultando em hemólise dentro e fora dos vasos sanguíneos, originando frequentemente anemia 

hemolítica e trombocitopenia, que estão frequentemente associadas ao nível de parasitemia 

(Birkenheuer, 2015; Galán et al., 2018).  

Além da destruição imunomediada, diversos mecanismos parecem contribuir para a 

hemólise observada. Essa situação pode ocorrer devido à lise direta das hemácias, causada pela 

reprodução dos parasitas no interior das células, ou devido à ligação de anticorpos às 

membranas celulares das hemácias, exibindo antígenos do parasita, levando à ativação do 

complemento (Birkenheuer, 2015; Baneth, 2019).  

Animais infectados com parasitas da Babesia apresentam uma variedade de sintomas 

clínicos. De forma geral, a doença pode ser caracterizada por anemia progressiva, febre, 

trombocitopenia e um aumento significativo do baço (Salem; Farag, 2014; Kuttler, 2018; 

Schetters, 2019). A trombocitopenia é geralmente considerada um fenômeno mediado pelo 

sistema imunológico, embora o consumo e a retenção de plaquetas também possam 

desempenhar um papel (Jefferies et al., 2007) 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Áreas de Estudo 

 

As amostras utilizadas no estudo foram obtidas de duas Mesorregiões do estado do Rio 

de Janeiro, a saber: Mesorregião Metropolitana do Rio de Janeiro e Mesorregião do Sul 

Fluminense. A Mesorregião Metropolitana reúne 30 municípios que somam uma área de 10.263 

km2, possui altitude média de 177 m e clima predominantemente tropical. A Mesorregião do 

Sul Fluminense, por sua vez, é composta por 14 municípios que ocupam uma área de 7.966 

km2, possui altitude média de 357 m e clima predominantemente subtropical. Juntas, as duas 

mesorregiões representam aproximadamente 42% do território do estado (Fundação CEPERJ, 

2019; 2021; IBGE, 2023.).  

Quanto ao processamento das amostras, a avaliação hematológica foi realizada em 

laboratório comercial de análises clínicas veterinárias (Labocani – Laboratório Clínico 

Veterinário), no município de Paracambi. Os testes moleculares foram realizados no 

Laboratório de Doenças Parasitárias (LDP), enquanto o sequenciamento e análise filogenética 

foram realizados no Laboratório Multiusuário de Biologia Molecular (LBioMol), ambos do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias da UFRRJ.   

 

3.2 Considerações Éticas 

 

  Os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais do 

Instituto de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/ UFRRJ) sob 

o número de protocolo 7340040222 (Anexo A). Além disso, os tutores de cães participantes 

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) informando as 

características do estudo (Anexo B). 
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3.3 Amostragem e Avaliação Hematológica 

 

 Entre os meses de janeiro de 2022 e abril de 2023, foram obtidas amostras de sangue 

total de cães trombocitopênicos, residentes em uma das duas mesorregiões supracitadas, 

independente da raça, sexo e idade dos indivíduos. As amostras foram obtidas em parceria com 

laboratório veterinário de análises clínicas e coletadas durante o atendimento clínico dos 

animais, acondicionadas em tubos contendo o anticoagulante EDTA e sob temperatura de 

refrigeração até o momento da avaliação hematológica.  A quantidade mínima de amostras 

necessárias à realização do estudo foi determinada a partir da fórmula a seguir (Agragonik; 

Hirakata, 2011): 

 

Onde: n = tamanho da amostra; p = prevalência esperada; Z = valor da distribuição normal para 

o nível de confiança estabelecido; ε = margem de erro (intervalo de confiança). 

 Na ausência de prevalência conhecida para toda a área do estudo, considerou-se a média 

das prevalências descritas por Ferreira et al (2007), Silva (2016a) e Xavier (2011), definindo 

uma prevalência esperada de 11,4%. Admitindo-se nível de confiança de 95% (Z = 1,96) e 

margem de erro 5%, o número mínimo de amostras obtido foi 150. 

 Para a avaliação hematológica quantitativa foi utilizado o analisador hematológico 

Hemacounter Vet (Vyttra Diagnósticos®, São Paulo/ SP, Brasil), um equipamento 

automatizado baseado em impedância para as contagens celulares (eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas) e colorimetria para dosagem de hemoglobina. Como controle de qualidade do 

analisador, o hematócrito foi avaliado pela técnica do microhematócrito, conforme descrito por 

Brazzell (2013).  A partir de uma gota do sangue utilizado para preencher o capilar de 

microhematócrito, foi confeccionado um esfregaço para cada amostra, seguindo o proposto por 

Lopes, Biondo e Santos (2007a).  

As lâminas foram coradas com uma solução comercial pronta para uso (Panótico Rápido 

- Laborclin®, Pinhais/ PR, Brasil) seguindo as instruções do fabricante. Nos esfregaços 

sanguíneos foi realizada a contagem diferencial de leucócitos, conforme Lopes, Biondo e 

Santos (2007b), a estimativa do número médio de plaquetas, conforme Stockham e Scott 

(2011), a avaliação qualitativa das células e a pesquisa de inclusões morfologicamente 

compatíveis com Anaplasma platys. As avaliações microscópicas foram realizadas por 

microscopia óptica, em aumento de 1.000x (L3000T, Labor Import®, Osasco/ SP, Brasil). A 
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avaliação hematológica incluiu ainda a concentração de proteína plasmática total, que foi 

estimada por refratometria de acordo com Thrall e Weiser (2006). 

Após a avaliação hematológica, uma alíquota de cada amostra foi separada e 

encaminhada ao Laboratório de Doenças Parasitárias, para realização das análises moleculares. 

 

3.4 Extração de DNA e Verificação do Gene Endógeno 

  

A extração de DNA das amostras de sangue foi realizada através de kit comercial 

(WizardGenomic DNA Purification Kit - Promega®), de acordo com as instruções do 

fabricante, a partir de 300 µL de sangue total. Ao final do processo de extração, as amostras de 

DNA obtidas foram acondicionadas em microtubos de polipropileno, identificadas, dispostas 

em caixas de fibra de papelão e armazenadas em freezer -20°C até o momento das análises 

moleculares.  

Para atestar a ausência de inibidores da PCR nas amostras extraídas, verificou-se a 

presença de DNA amplificável por meio de uma PCR convencional que amplifica um 

fragmento de 400 pb do gene GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), um gene 

endógeno de mamíferos envolvido no metabolismo de carboidratos. Foram utilizados os 

oligoiniciadores GAPDH-F (5’ CCTTCATTGACCTCAACTACAT 3’) e GAPDH-R (5’ 

CCAAAGTTGTCATGGATGACC 3’) (Birkenheuer; Levy; Breitschwerdt, 2003). O volume 

final da reação foi de 25 μL contendo: 10,3 μL de água ultrapura livre de DNases, 5 μL de 

tampão da enzima 5X (Green GoTaq®, Promega®), 1,5 μL de MgCl2 a 25 mM (MgCl2 Solution 

Promega®), 2 μL de dNTP a 2,5 mM, 2 μL de cada iniciador a 10 µM (GAPDH-F e GAPDH-

R), 0,2 μL de Taq DNA polymerase a 1U (GoTaq® Hot Start Polymerase, Promega®) e 2 μL 

de DNA genômico. Água ultrapura livre de DNases foi utilizada como controle negativo.  

A amplificação foi realizada em termociclador T100 (Bio-Rad Laboratórios do Brasil®, 

São Paulo/SP), observando os seguintes padrões de termociclagem: 95°C por 2:30 minutos, 

seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 25 segundos, 

e extensão final a 72 °C por 5 minutos. Apenas as amostras onde o gene GAPDH foi 

amplificado foram submetidas às análises moleculares para pesquisa de agentes específicos. 
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3.5 Detecção Molecular de Babesia sp e Ehrlichia sp 

 

 De forma a viabilizar a correlação entre a infecção por Anaplasma platys e os achados 

hematológicos, avaliou-se concomitantemente a presença de Babesia sp e Ehrlichia sp. Como 

as infecções por Babesia sp e Ehrlichia sp podem resultar nas mesmas alterações hematológicas 

que A. platys, amostras que também foram positivas para esses agentes foram excluídas desta 

avaliação. 

A presença de Babesia sp foi verificada mediante nested-PCR, tendo como alvo o gene 

18S rRNA. Foram utilizados, na primeira reação, os oligoiniciadores BTF1 

(5’GGCTCATTACAACAGTTATAG 3’) e BTR1 (5’CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC 3’), 

amplificando aproximadamente 930pb, e BTF2 (5’ CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC 

3’) e BTR2 (5’ GGACTACGACGGTATCTGATCG 3’) na segunda reação, amplificando 

aproximadamente 800pb (Jefferies; Ryan; Irwin, 2007). Na primeira reação, 3 μL de DNA 

genômico foram adicionados a 9,3 μL de água ultrapura livre de DNases, 5 µL de tampão da 

enzima 5X (Colorless GoTaq®, Promega®), 1,5 µL de MgCl2 a 25 mM (MgCl2 Solution 

Promega®), 2 µL de dNTP a 2,5 mM, 2 µL de cada iniciador a 10 mM (BTF1 e BTR1) e 0,2 

µL de Taq DNA polimerase a 1 U (GoTaq® Hot Start Polymerase, Promega®), somando um 

volume final de 25 µL. Na segunda reação, 2 μL do produto amplificado da primeira reação foi 

adicionado a 10,3 μL de água ultrapura livre de DNases, 5 µL de tampão da enzima 5X (Green 

GoTaq®, Promega®), 1,5 µL de MgCl2 a 25 mM (MgCl2 Solution Promega®), 2 µL de dNTP 

a 2,5 mM, 2 µL de cada iniciador a 10 mM (BTF2 e BTR2) e 0,2 µL de Taq DNA polimerase 

a 1 U (GoTaq® Hot Start Polymerase, Promega®), somando um volume final de 25 µL. Uma 

amostra sabidamente positiva e sequenciada para Babesia spp e água ultrapura livre de Dnases, 

aplicada dentro e fora do fluxo laminar, foram utilizadas como controles positivo e negativo, 

respectivamente. 

A amplificação foi realizada em termociclador T100 (Bio-Rad Laboratórios do Brasil®, 

São Paulo/SP). Para a primeira reação, as condições de termociclagem foram: 95°C por 2 

minutos e 30 segundos (ativação da Taq Polimerase), seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 

segundos (desnaturação), 58°C por 20 segundos (anelamento), 72°C por 30 segundos 

(extensão) e um ciclo a 72 °C por 5 minutos (extensão final). Para a segunda reação, as 

condições de termociclagem foram: 95°C por 2 minutos e 30 segundos (ativação da Taq 

Polimerse), seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos (desnaturação), 62°C por 20 

segundos (anelamento), 72°C por 30 segundos (extensão) e um ciclo a 72°C por 5 minutos 
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(extensão final). 

 A presença de Ehrlichia sp foi verificada mediante PCR convencional que amplifica um 

fragmento do gene dsb. Foram utilizados os oligoiniciadores dsbF2 (5’ 

CTTAGTAATACTAGTGGCAAGTTTTCCAC 3’) e dsbR2 (5’ 

GTTGATAATATCAGTGCACCACCG 3’) (Cabezas-Cruz et al, 2012). O volume final da 

reação foi de 25 μL contendo: 10,3 μL de água ultrapura livre de DNases, 5 μL de tampão da 

enzima 5X (Green GoTaq®, Promega®), 1,5 μL de MgCl2 a 25 mM (MgCl2 Solution 

Promega®), 2 μL de dNTP a 200 mM, 2 μL de cada oligoiniciador (dsbF2 e dsbR2) a 10 

pmol/µL, 0,2 μL de Taq DNA polimerase a 1U (GoTaq® Hot Start Polymerase, Promega®) e 

2 μL de DNA genômico. Uma amostra obtida de um cultivo celular para Ehrlichia sp e água 

ultrapura foram utilizadas como controle positivo  e controle negativo, respectivamente. 

A amplificação foi realizada em termociclador T100 (Bio-Rad Laboratórios do Brasil®, 

São Paulo/SP), observando os seguintes padrões de termociclagem: 95°C por 2:30 minutos, 

seguido por 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, 

e extensão final a 72 °C por 5 minutos 

 

3.6 Detecção Molecular de Anaplasma platys  

 

 Para a pesquisa molecular de Anaplasma platys, foi realizada PCR convencional que 

amplifica um fragmento de 580pb do gene da citrato sintase (gltA). A citrato sintase é a primeira 

enzima do Ciclo do Ácido Tricarboxílico, que catalisa a condensação de oxaloacetato com acetil 

coenzima A para formar citrato, uma reação importante para o controle da taxa metabólica 

celular (Park et al, 1994).  

Foram utilizados os oligoiniciadores gltA 84F (5’- 

TGGCGCAGTATACCCTTTTCTC-3’) e gltA 69R (5’AACAGCGACCGTGCGG-3’) 

(Bezerra et al, 2016b). O volume final de reação foi 25 µL, contendo: 10,8 μL de água ultrapura 

livre de Dnases, 5 µL de tampão da enzima 5X (Green GoTaq®, Promega®), 3 µL de MgCl2 a 

25 mM (MgCl2 Solution, Promega®), 2 µL de dNTP a 200 mM, 1 µL de cada oligoiniciador 

(gltA 84F e gltA 69R) a 10 pmol/µL, 0,2 µL de Taq DNA Polimerase a 1U (GoTaq® Hot Start 

Polymerase, Promega®) e 2 µL de DNA genômico. Uma amostra sabidamente positiva para 

Anaplasma platys e água ultrapura, livre de DNAses, foram utilizadas como controles positivo 

e negativo, respectivamente. 
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A amplificação foi realizada em termociclador T100 (Bio-Rad Laboratórios do Brasil®, 

São Paulo/SP), observando os seguintes padrões de termociclagem: 95°C por 2 minutos, 

seguido por 40 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos, 

e extensão final a 72 °C por 5 minutos.  

 

3.7 Eletroforese e Visualização dos Resultados 

 

Os produtos de amplificação foram separados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM 

LMP Agarose, Invitrogen®). A eletroforese foi realizada em tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) 

a 75 volts (5V/cm) durante 90 minutos (Cuba Wide Mini-Sub® Cell GT; Fonte de alimentação 

PowerPac® Basic, Bio-Rad Laboratórios do Brasil®, São Paulo/SP).  

Em seguida, o gel foi corado com brometo de etídio (0,4 mg/mL) e visualizado através 

de transiluminador com luz ultravioleta K33-312A (Kasvi®, São José dos Pinhais/PR), em 

sistema de fotodocumentação L-PIX Sti (Loccus Biotecnologia®, Cotia/SP). Para se estimar o 

tamanho dos fragmentos amplificados, os mesmos foram comparados com um padrão de peso 

molecular de 100pb (100bp Ladder Plus, Ready-To-Use, M1071, Sinapse Inc®, São Paulo/SP). 

 

3.8 Sequenciamento Genético e Análise Filogenética  

 

 A partir dos produtos amplificados, 5 µL foram tratados com o reagente de purificação 

ExoSAP-IT® (GE Healthcare®, Chicago/ Illinois, EUA) conforme as instruções do fabricante. 

Os fragmentos de DNA foram sequenciados em ambas as direções utilizando o sequenciador 

automatizado modelo ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Waltham/ 

Massachusetts, EUA) no Laboratório Multiusuário de Biologia Molecular PPGCV/ UFRRJ. A 

ferramenta BLASTn foi utilizada para avaliar a similaridade entre as sequências do gene gltA 

obtidas com as sequências de A. platys disponíveis no GenBank. As sequências alinhadas com 

as sequências obtidas no presente estudo, suas origens e respectivos códigos de acesso podem 

ser observadas no Quadro 3. 
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Quadro 3. Sequências do gene gltA do GenBank alinhadas com as sequências obtidas no presente 

estudo. Candidatus Anaplasma turritanum foi utilizada como grupo externo. 

GLTA Origem Código de acesso 

Candidatus Anaplasma turritanum Tunísia MW296122.1 

Candidatus Anaplasma turritanum  Tunísia MW296120 

Anaplasma platys RDC  Congo AF478130 

Anaplasma platys isolado AG049 Saraburi  Tailândia OP270645 

Anaplasma platys cepa S3  Caribe CP046391 

Anaplasma platys isolado AG018 Saraburi  Tailândia OP270642 

Anaplasma platys B42 Buriram  Tailândia OP270646 

Anaplasma platys AG003 Saraburi  Tailândia OP270640 

Anaplasma platys AG012 Saraburi Tailândia OP270641 

Anaplasma platys isolado WSti2f  China KR011928 

Anaplasma platys Dog 4 Sicily  Itália DQ525687 

Anaplasma platys WScam12  China KR011927 

Anaplasma platys  Espanha AY530807 

Anaplasma platys cepa Miky Sicily   Itália DQ525686 

Anaplasma platys cepa Dog 9 Sicily  Itália DQ525688 

Anaplasma platys  França AB058782 

Anaplasma platys RP  Brasil EU516387 

Anaplasma sp. LuF9  Zâmbia LC373037        

Anaplasma platys isolado AG026  Tailândia OP270643 

Anaplasma platys isolado DSE  Filipinas JN121381 

Anaplasma platys isolado Okinawa Japão AY077620 

Anaplasma platys isolado AG032 Saraburi  Tailândia OP270644 

Anaplasma platys clone Guangzhou-6 China KC342665 

  

O alinhamento de múltiplas sequências foi realizado com as sequências obtidas neste 

estudo e sequências do GenBank utilizando o programa MAFFT, implementado no software 

Jalview v.2.11 (Katoh; Standley, 2013, Waterhouse et al, 2009). O modelo evolutivo mais 

adequado foi determinado usando o MEGA versão 11, utilizando o critério bayesiano (Tamura; 

Stecher; Kumar, 2021). As relações filogenéticas foram estimadas usando a inferência 

filogenética por Máxima Verossimilhança (ML) com o programa PhyML, que está 
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implementado no SeaView v.5 (Gouy et al, 2021). O suporte estatístico dos clados foi medido 

por meio de uma busca heurística com 1000 replicatas de bootstrap. 

 

3.9 Análise Estatística 

 

 Os dados numéricos obtidos na hematologia foram submetidos à estatística descritiva 

para a determinação dos valores máximos, mínimos, média aritmética e desvio-padrão. A 

normalidade dos dados quantitativos foi avaliada pelo teste Lilliefors. A sensibilidade e a 

especificidade da pesquisa de mórulas no esfregaço sanguíneo, frente à PCR, foram calculadas 

conforme Pereira (1995).  

 Na análise epidemiológica, as variáveis mesorregião, sexo, definição racial e faixa etária 

foram submetidas à análise pelo Odds Ratio para definir o risco de infecção para cada grupo 

avaliado. 

O teste Mann-Whitney foi empregado o para avaliar se houve diferença estatística 

significativa nos valores hematológicos entre os animais trombocitopênicos positivos e os 

negativos para Anaplasma platys pela PCR. Para avaliar se esses animais apresentaram um 

perfil específico de alteração hematológica (p.ex. anemia, eosinofilia, monócitos ativados) foi 

empregado o teste Qui-quadrado. Este teste também foi usado para avaliar se os resultados das 

PCR’s apresentaram associação com os resultados do esfregaço sanguíneos. Além disso, esses 

resultados foram comparados para definir a concordância entre os métodos de diagnósticos 

através do teste Kappa. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Bioestat 5.3, 

adotando-se um valor de =0,05 e intervalo de confiança de 95%. 
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4 RESULTADOS 

 

Quatrocentas e quatro amostras amplificaram o gene GAPDH (Figura 2) e foram 

incluídas no estudo, das quais 400 foram obtidas por parceria com laboratório veterinário de 

análises clínicas, e 4 foram coletadas individualmente. 

  

 

Figura 2. Representação dos produtos de PCR para o gene GAPDH (400 pb) de mamíferos (seta 

vermelha), aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por 

eletroforese (5V/cm), corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinapse Inc®) e visualizados em 

transiluminador de luz UV.  Poço 1: ladder. Poços 2-28: Amostras positivas. Poço 29: Controle negativo. 

 

Quanto à distribuição geográfica, 67,8% (274/404) das amostras vieram da Mesorregião 

Metropolitana, enquanto 32,2% (130/404) veio da Mesorregião do Sul Fluminense, 

especificamente das cidades indicadas na Figura 3. 
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Figura 3. Representação das mesorregiões do estudo, indicando as cidades de origem das amostras 

positivas para o gene GAPDH. 

 

Das amostras testadas por PCR, 4,7% (n=19/404) foram consideradas positivas para 

Anaplasma platys (Figura 4), sendo 73,7% (n=14/19) oriundas da Mesorregião Metropolitana 

e 26,3% (n=5/19) oriundas da Mesorregião do Sul Fluminense. Dentre as 19 amostras positivas, 

coinfecção foi identificada em quatro, sendo duas simultaneamente positivas para Ehrlichia sp 

e Babesia sp, uma positiva para Ehrlichia sp e uma positiva para Babesia sp. Dentre as amostras 

negativas para A. platys, 102 foram positivas para Ehrlichia sp e/ou Babesia sp. Estas amostras, 

bem como aquelas onde foi evidenciada coinfecção, foram excluídas da análise da correlação 

entre a positividade para A. platys e os resultados da avaliação hematológica.  
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Figura 4. Representação dos produtos de PCR para o gene gltA (580 pb) de Anaplasma platys (seta 

vermelha), aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por 

eletroforese (5V/cm), corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinaps Inc®) e visualizados em 

transiluminador de luz UV.  Poço 1: ladder. Poços 2, 3, 5, 7-9, 12, 14, 15, 17, 19, 23, 27, 28: Amostras 

positivas. Poços 4, 6, 10, 11, 13, 16, 20-22, 24-26: Amostras negativas. Poço 29: Controle negativo. 

Poço 30: Controle positivo. 

 

As prevalências da infecção por A. platys, detectadas pela PCR, de acordo com a 

mesorregião e as variáveis dos animais positivos, podem ser vistas na tabela 1. Apenas o sexo 

mostrou diferença significativa, indicando um risco maior de infecção para animais machos.     

 

Tabela 1. Análises descritiva e estatística das mesorregiões e variáveis de cães trombocitopênicos 

infectados por Anaplasma platys, diagnosticados através da PCR nas mesorregiões Metropolitana e do 

Sul Fluminense, estado do Rio de Janeiro, 2023. 

    Análise descritiva Análise estatística 

Mesorregião N (%) Odds ratio p-valor IC 95% 

Metropolitana 274 5,1% (14/274) 
1.35 0.757 0.47 – 3.82 

Sul Fluminense 130 3,8% (5/130) 

Sexo      

Fêmea 198 2,0% (4/198) 
3.81 0.024 1.24 – 11.68 

Macho 206 7,3% (15/206) 

Definição racial      

SRD 198 4,0% (8/198) 
1.34 0.703 0.53 – 3.40 

Raça definida 206 5,3% (11/206) 

Faixa etária      

≤ 12 meses 101 6,9% (7/101) 
1.81 0.342 0.691 – 4.72 

> 12 meses  303 4,0% (12/303) 

N: Número de amostras testadas por PCR; (%): Percentual de positivos;   
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A avaliação dos resultados hematológicos quantitativos resultou em não normalidade. 

Quanto aos resultados dos animais positivos exclusivamente para A. platys, comparando com 

os resultados dos animais negativos para os hemoparasitas testados, observa-se na tabela 2 que 

apenas nos parâmetros Eritrócitos, Hemoglobina, Hematócrito e CHCM a diferença foi 

considerada significativa. 

 

Tabela 2. Análises descritiva e estatística das mesorregiões e variáveis de cães trombocitopênicos 

infectados por Anaplasma platys, diagnosticados através da PCR nas mesorregiões Metropolitana e do 

Sul Fluminense, estado do Rio de Janeiro, 2023. 

        Animais positivos (N=15)     Animais negativos (N=283) 

  valor de p 
Parâmetro Média ± DP Mín. – Máx. Média ± DP Mín. – Máx. 

Eritrócitos (x106/µL) 4,51 ± 1,5 2,43 - 7,63 5,57 ± 1,65 1,20 – 9,69  0.0159* 

Hemoglobina (g/dL) 9,5 ± 3,4 4,8 - 15,7 11,8 ± 3,4 2,5 – 20,3 0.0095* 

Hematócrito (%) 29,5 ± 10,1 15 – 48 36,1 ± 10,0 8 – 60 0.0146* 

VCM (fL) 64,9 ± 3,3 60,6 – 72,1 65,3 ± 4,2 60,0 – 76,9 0.9975 

CHCM (%) 32,0 ± 1,1 30,8 – 35,2 32,8 ± 1,2 30,8 – 36,0 0.0036* 

Leucometria global (/µL) 11.026 ± 5.544 2.200 – 21.200 10.734 ± 6.261 500 – 38.000 0.6391 

Basófilos (/µL) 0 0 0 0 1.0000 

Eosinófilos (/µL) 296 ± 461 22 – 1908 442 ± 553 0 – 3.256 0.2690 

Bastões (/µL) 41 ± 116 0 – 423 30 ± 98 0 – 730 0.9657 

Segmentados (/µL) 8.644 ± 4.700 2.002 – 17.808 7.621 ± 5.147 0 – 33.060 0.2784 

Linfócitos (/µL) 1.644 ± 976 154 – 3.534 2.188 ± 2.122 0 – 16.900 0.6657 

Monócitos (/µL) 381 ± 277 22 – 970 430 ± 509 0 – 3.585 0.9951 

Plaquetas (x103/µL) 108,9 ± 42,6 33,0 – 166,0 125,5 ± 94,0 19,0 – 120,0 0.4267 

PPT (g/dL) 7,2 ± 2,0 4,4 – 11,8 7,9 ± 1,5 4,4 – 12,4 0.0701 

*Diferença estatística significativa entre animais positivos e negativos na PCR obtida pelo teste Mann-Whitney, 

adotando-se =0.05. 

 

Também foram estudadas as alterações hematológicas presentes nos cães positivos para 

A. platys, comparando-as com as alterações dos cães negativos, a fim de verificar sua relevância 

para o diagnóstico. A fim de caracterizar estas alterações, foram utilizados os intervalos de 

referência disponíveis em literaturas de referência (Jain, 1983; Rizzi; Meinkoth; Clinkenberd, 

2010).  Não foram observadas alterações qualitativas em eritrócitos. Associação significativa 

foi observada apenas para anemia e hipoproteinemia, conforme descrito na Tabela 3. 
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Tabela 3. Alterações hematológicas dos cães trombocitopênicos positivos e negativos para infecção por 

A. platys, diagnosticada através da PCR, nas mesorregiões Metropolitana e do Sul Fluminense, estado 

do Rio de Janeiro, 2023. 

Alteração 
Total A. platys Negativos 

P 
n/N (%) n/N (%) n/N (%) 

Anemia* 103/260 39,6 9/13 69,2 94/247 38,0 0.0251** 

Leucocitose 45/298 15,1 3/15 20,0 42/283 14,8 0.5866 

Eosinofilia 19/298 63,8 1/15 6,7 18/283 6,4 0.9623 

Neutrofilia 59/298 19,8 4/15 26,7 55/283 19,4 0.4934 

Linfopenia* 47/260 18,1 1/13 7,7 46/247 18,7 0.3182 

Monocitopenia* 19/260 7,3 1/13 7,7 18/247 7,2 0.9564 

Pancitopenia 38/298 12,6 2/15 13,3 36/283 12,7 0.9447 

Hipoproteinemia 7/298 2,3 2/15 13,3 5/283 1,8 0.0039** 

Hiperproteinemia 112/298 37,6 4/15 26,7 108/283 38,2 0.3703 

Monócitos ativados 53/298 17,8 2/15 13,3 51/283 18,0 0.6436 

Macroplaquetas 40/298 13,4 3/15 20,0 37/283 13,1 0.4432 

*Em animais não pancitopênicos; n: quantidade de animais onde a alteração foi observada; N: total de animais 

avaliados; (%): percentual de observação da alteração; P: valor de p.  

**Associação estatística significativa entre a infecção por A. platys e a respectiva alteração clínico-laboratorial, 

pelo teste Qui-quadrado utilizando a=0.05. 

 

Na tabela 4 verifica-se a sensibilidade e especificidade da pesquisa de inclusões 

morfologicamente compatíveis com A. platys no esfregaço sanguíneo, frente à PCR, 

considerando a última como padrão-ouro.  

A avaliação pelo teste Kappa demonstrou concordância fraca entre os resultados da PCR 

e do esfregaço sanguíneo (Kappa= 0,3639; p=0,0001). Quando comparados pelo teste qui-

quadrado, não foi observada associação entre os resultados pelos dois testes (p=0.1998). 
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Tabela 4. Comparação entre PCR e diagnóstico direto e propriedades diagnósticas do diagnóstico direto 

de Anaplasma platys no esfregaço sanguíneo de cães trombocitopênicos, nas mesorregiões 

Metropolitana e do Sul Fluminense, estado do Rio de Janeiro, 2023. 

    PCR Positiva      PCR Negativa           TOTAL 

Presença de inclusões 6                 6               12 

Ausência de inclusões 13               379              392 

         TOTAL 19              385              404 

    

 Propriedades Diagnósticas 

Sensibilidade  31,6% 

Especificidade  98,4% 

 

 Dentre as sequências do gene gltA obtidas neste estudo, catorze mostraram equivalência 

de 100% com amostras da China (KR011927, KR011928), Itália (DQ525687, DQ525686), 

Espanha (AY530807), e França (AB058782), e apenas uma (isolado 109) mostrou equivalência 

de 99,1%, com as mesmas amostras.   

As análises filogenéticas do gene gltA das sequências do presente estudo formaram um 

clado único, a partir do alinhamento com as sequências do GenBank, com as amostras 

supracitadas e com amostras da Itália (DQ525688), (Tailândia (OP270643 e OP270644), China 

(KC342665), Japão (AY077620), Filipinas (JN121381), Zâmbia (LC373037) e Brasil 

(EU516387). Um segundo clado foi formado, agrupando outras amostras da Tailândia 

(OP270642, OP270646, OP270640, OP270641) com a cepa S3, do Caribe (CP046391), que foi 

utilizada como modelo para o primeiro sequenciameto do genoma de A. platys (Llanes; Rajeev, 

2020) (Figura 5).   
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Figura 5. Análise filogenética de Anaplasma platys isolado de cães baseada na comparação da 

sequência do gene gltA (580 pares de base). Números de acesso do GenBank estão indicados ao lado de 

cada sequência. A árvore foi construída usando o método Neighbor- joining e os números internos nos 

nós indicam os percentuais das réplicas em 1000 bootstrap que suportaram o ramo. Candidatus 

Anaplasma turritanum (MW296122 E MW 296120) foi usada como grupo externo. As amostras 

sequenciadas pertencentes ao presente estudo estão destacadas em negrito. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A prevalência de animais positivos neste estudo foi inferior à observada por Ferreira et 

al (2007), na cidade do Rio de Janeiro, e Silva (2016a), na microrregião de Itaguaí-RJ (formada 

pelos municípios Itaguaí, Seropédica e Mangaratiba), onde o DNA de A. platys foi detectado 

em 15,8% e 14% das amostras, respectivamente. A despeito da diferença da quantidade de 

amostras avaliadas, em ambos os trabalhos as amostras foram coletadas por conveniência, 

selecionando cães independentemente da idade, gênero e definição racial. Embora este também 

tenha sido um critério do presente estudo, optou-se por incluir somente cães trombocitopênicos. 

Considerando que a infecção por A. platys é frequentemente assintomática e provoca 

trombocitopenia de caráter cíclico (Cordeiro et al, 2020; Harvey; Simpson; Gaskin, 1978; 

Harvey, 2012), a menor prevalência observada pode estar relacionada à ausência de animais 

trombocitopênicos e provavelmente assintomáticos. Oliveira (2015), em Viçosa, Minas Gerais, 

também avaliou apenas animais trombocitopênicos, e identificou uma prevalência de 4%, 

semelhante à deste estudo. A menor prevalência em animais trombocitopênicos provavelmente 

se deve à própria característica da infecção, onde durante os episódios de trombocitopenia há 

menos parasitos circulantes (Harvey, 2012), resultando em menos DNA disponível para 

extração e identificação.   

 A ausência de diferença significativa entre as duas mesorregiões avaliadas indica que 

os animais estão igualmente expostos ao risco de contrair a infecção. Conclusão semelhante foi 

obtida por Silva (2016a), ao avaliar a prevalência de A. platys nos municípios da microrregião 

de Itaguaí. A menor prevalência na mesorregião do Sul Fluminense (3,8%) frente à mesorregião 

Metropolitana (5,1%) pode ser um reflexo do menor número de amostras avaliadas nessa área. 

Cento e trinta amostras foram avaliadas, quantidade inferior ao mínimo estabelecido (150) para 

determinação da prevalência, de forma que este resultado pode estar subestimado. Embora a 

mesorregião do Sul Fluminense esteja a uma maior altitude média, este não é um fator limitador 

para a presença do provável vetor, Rhipicephalus sanguineus sl (Silva et al, 2017). 

Isoladamente (por mesorregião) ou não, as prevalências identificadas no presente estudo estão 

dentro do intervalo descrito para a prevalência do agente no Brasil, que varia de 2% a 55% 

(Cardinot, 2017; Ramos et al, 2009). Esta grande amplitude de variação provavelmente se deve 

à características inerentes às diferentes regiões e tipos de população selecionadas para estudo, 

conforme sinalizado por Soares et al (2017). 
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  No presente estudo, cães machos apresentaram maior risco de infecção por A. platys, 

em desacordo com o descrito por vários autores que relatam que o sexo dos animais não 

constitui um risco para a infecção (Lasta, 2011; Costa-Júnior et al, 2013; Sainz et al, 2015; 

Silva, 2016; Paschoal et al, 2020). Em estudo desenvolvido por Selim et al (2021), no Egito, o 

sexo foi um fator de risco, porém a prevalência da infecção foi maior em fêmeas, sendo sugerido 

que tal resultado poderia ser devido à maior exposição das fêmeas aos carrapatos. Pode-se 

sugerir o mesmo no presente estudo, considerando que cães machos com acesso não controlado 

ao extradomicílio podem estar mais expostos à infestação por carrapatos ao se engajarem em 

disputas territoriais ou por fêmeas ou se deslocarem por grandes distâncias. Entretanto, a 

presença de carrapatos e sua associação com a infecção por A. platys não foi avaliada no 

presente estudo. Silva (2016a) demonstrou a relação entre a ocorrência e grau de infestação por 

carrapatos e a infecção por A. platys. Todavia, a influência do sexo como um fator de risco 

ainda não está estabelecida, haja vista a divergência entre os estudos acerca do tema. É provável 

que a relevância do sexo como fator de risco varie conforme o tipo de população estudada, 

porém, mais estudos são necessários a fim de elucidar esta questão.  

 Alterações hematológicas significativamente correlacionadas com a infecção por A. 

platys se limitaram aos parâmetros eritrocitários. No presente estudo, os resultados médios de 

eritrócitos, hemoglobina e hematócrito foram menores em cães positivos para A. platys, o que 

foi corroborado pela associação significativa com anemia. Esta observação está de acordo com 

vários autores que indicam a presença de anemia em cães positivos para A. platys (Almosny 

2002; Harvey 2012; Bouzouraa et al 2016; Krause et al, 2016). Harvey (2012) salienta que a 

anemia é tipicamente discreta, normocítica e normocrômica. Embora a anemia no presente 

estudo tenha sido discreta quanto à severidade (Tvedten, 2022), observou-se uma associação 

significativa com o padrão morfológico hipocrômico (valor de CHCM menor que o limite 

inferior do intervalo de referência).  

Anemia normocítica hipocrômica foi o segundo padrão mais frequentemente observado 

por Accetta (2008) e Krause et al (2016). Hipocromia está relacionada com hipoferremia, que 

foi observada por Baker, Gaunt e Babin (1988), em cães infectados por A. platys, associada a 

redução na capacidade total de ligação e ferro e estoques de ferro medulares normais ou 

aumentados. Estes achados são compatíveis com a síndrome da anemia da inflamação, uma das 

causas mais frequentes de anemia em cães (Chervier et al, 2012; Andrade, 2022). Vale salientar 

que outra explicação possível é o intervalo de referência adotado. Optou-se por seguir o 
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intervalo adotado pelo laboratório que realizou as avaliações hematológicas, o que pode ter 

classificado como hipocromia valores de CHCM característicos da idade dos cães.          

Hipoproteinemia foi outro achado com associação significativa com a infecção por A. 

platys, entretanto, a frequência com que esta alteração foi observada (2/15; 13,3%) refere-se a 

animais com idade igual ou inferior a 2 meses, o que suscita a possibilidade de uma tendência 

ligada à faixa etária. Alterações das frações de proteínas séricas (hiperglobulinemia e 

hipoalbuminemia) descritas anteriormente (Almosny, 2002; Harvey, 2012; Bouzouraa et al 

2016) poderiam justificar alterações da proteína plasmática total, porém esta hipótese só poderia 

ser confirmada pelo fracionamento em exame bioquímico sérico.    

Não houve diferença significativa quanto à trombocitopenia observada em cães 

positivos e negativos. Embora a diminuição do número de plaquetas seja historicamente 

associada à infecção por A. platys (Harvey; Gaskin; Simpson, 1978; Baker; Gaunt; Babin, 1988; 

Almosny, 2002; Bouzouraa et al, 2016), já foi demonstrado não existir correlação deste achado 

com o diagnóstico do agente (Ribeiro et al., 2017). Esta observação ratifica o caráter 

inespecífico da trombocitopenia, o que foi corroborado pelos resultados deste estudo.  

Ao contrário do observado por Turbett et al (2020) para Anaplasma phagocytophilum, 

e Bulla et al (2004) e Costa (2011) para E. canis, não parece haver um ponto de corte indicativo 

da infecção por A. platys com base na contagem de plaquetas, provavelmente por causa do 

caráter cíclico da trombocitopenia neste quadro. Portanto, este parâmetro não deve ser usado 

como único critério diagnóstico. De fato, as causas patológicas de trombocitopenia podem ser 

divididas em cinco categorias gerais: diminuição da produção, aumento da destruição, aumento 

do consumo, sequestro e perda de sangue maciça (Botsch et al, 2009). Embora a 

trombocitopenia provocada por A. platys tenha origem multifatorial (Harvey, 2012), este agente 

foi relacionado com trombocitopenia em uma frequência de apenas 9,3% em um grupo de cães 

trombocitopênicos do município de Goiânia (Costa, 2011).     

Cabe salientar que as amostras utilizadas neste estudo foram obtidas da rotina clínica, 

logo, as alterações hematológicas podem ter causas não obrigatoriamente associadas à infecção 

por A. platys. Em resumo, embora a infecção por A. platys desencadeie alterações 

hematológicas, estas são inespecíficas e, portanto, insuficientes para um diagnóstico assertivo, 

conforme assinalado por Paschoal et al (2020).   

Houve diferença significativa entre o diagnóstico direto e a PCR na caracterização da 

infecção por A. platys, corroborando o relato de Ramos et al (2009). A concordância entre as 

duas técnicas foi fraca, 36,9%, semelhante ao que foi observado por Lara et al (2020), onde a 
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concordância foi de apenas 20,3%. Uma segunda análise estatística revelou ainda não haver 

sequer associação entre as duas técnicas. Isto traduz a baixa sensibilidade do diagnóstico direto, 

também demonstrada por este estudo. É interessante destacar, porém, que Ferreira et al (2007) 

não observaram diferença significativa entre os dois métodos diagnósticos. Isso foi devido à 

precaução adicional em classificar as inclusões observadas em específicas e inespecíficas, este 

último caso considerado negativo para a infecção. A correta identificação morfológica das 

inclusões sustenta fortemente o diagnóstico da infecção (Harrus; Waner, 2011), caracterizando 

elevada especificidade, que também foi demonstrada por este estudo.  

Ratifica-se, desta forma, a relação direta entre o diagnóstico microscópico e a 

experiência do avaliador, já relatada por Silaghi et al (2017). Grandes grânulos citoplasmáticos 

decorrentes de ativação plaquetária e resquícios nucleares de megacariócitos estão entre as 

possíveis inclusões plaquetárias inespecíficas que podem levar a um diagnóstico falso-positivo 

(Ferreira et al, 2007; Harvey, 2012). Embora relativamente simples, a pesquisa direta de 

hemoparasitas no esfregaço sanguíneo pode demandar tempo até que um número adequado de 

campos microscópicos ou células seja apropriadamente examinado, e isso interfere na 

sensibilidade do teste (Harrus; Waner, 2011).    

As sequências do gene gltA de A. platys obtidas neste estudo mostraram entre 99-100% 

de identidade entre si e com sequências depositadas no GenBank oriundas de países da Europa, 

África, Ásia e Américas Central e do Sul. Isso denota a pouca variabilidade genética deste gene 

nas sequências estudadas e pode indicar movimentos recentes deste patógeno via hospedeiros 

vertebrados e/ou carrapatos infectados (Alhassan et al, 2021).  

Na análise filogenética, todas as sequências se agruparam em um único clado, incluindo 

a única sequência (isolado 109), dentre as quinze analisadas, que não apresentou 100% de 

identidade com as sequências de outros países. Esta observação difere dos estudos de de la 

Fuente et al (2006) e Silva (2016a), que identificaram três genótipos diferentes a partir de 

sequências do mesmo gene utilizado neste estudo. Diante disso, sugere-se que há apenas um 

genótipo circulante, não havendo, portanto, diferentes cepas de A. platys nas mesorregiões 

estudadas. Entretanto, tais relações filogenéticas só podem ser determinadas precisamente pela 

comparação de múltiplos genes (Silva, 2016a).  
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6 CONCLUSÃO 

 

Anaplasma platys está presente infectando cães trombocitopênicos nas Mesorregiões 

Metropolitana e do Sul Fluminense do estado do Rio de Janeiro, com uma prevalência de 4,7%.  

Anemia normocítica hipocrômica e hipoproteinemia foram as únicas alterações 

hematológicas associadas à infecção neste estudo. Não houve diferença entre os valores médios 

de plaquetas entre animais infectados e não infectados por A. platys. A técnica de PCR se 

mostrou superior à observação microscópica de mórulas para o diagnóstico do agente. 

O gene gltA é pouco variável nas mesorregiões estudadas, indicando haver apenas um 

genótipo de A. platys infectando cães. Deve-se caracterizar este genótipo de forma mais robusta 

pela comparação de outros genes.   
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8 ANEXOS 

 

Anexo A Protocolo de Aprovação CEUA-UFRRJ 
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Anexo B Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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