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RESUMO 

Doenças transmitidas por carrapatos em cães constituem um desafio relevante para a 

clínica veterinária em áreas urbanas de regiões tropicais. Em São Luís, Maranhão, Brasil, 

a circulação dos patógenos do gênero Ehrlichia, Anaplasma, Babesia e Hepatozoon é 

presumida com base em estudos sorológicos prévios, porém pouco documentada por 

métodos moleculares que permitam detecção sensível, identificação específica de 

espécies e avaliação de coinfecções. Este estudo objetivou estimar a frequência desses 

agentes e descrever os padrões de coinfecção em cães atendidos no Hospital Veterinário 

Francisco Edilberto Uchoa Lopes da Universidade Estadual do Maranhão. Realizou-se 

um inquérito molecular com 200 amostras de sangue total coletadas entre novembro/2024 

e setembro/2025. O DNA foi extraído por kit comercial, com triagem por qPCR multiplex 

para Ehrlichia . canis, Anaplasma platys e Babesia spp., e nested PCR para Hepatozoon 

spp. Desse modo, amostras positivas foram confirmadas por sequenciamento de Sanger 

e BLASTn. Observou-se 39% (78/200) de positividade para pelo menos um agente: 23% 

(46/200) para E. canis, 16,5% (33/200) para A. platys, 13% (26/200) para Babesia spp. e 

3% (6/200) para Hepatozoon spp. Dentre as amostras positivas, 32 apresentaram 

coinfecções. Nesse contexto, a associação mais comum foi entre A. platys e E. canis 

(10%; 20/200), seguida por E. canis e Babesia spp. (4,5%; 9/200). As demais 

combinações ocorreram com frequência de 0,5% cada (1/200): A. platys + Babesia spp., 

E. canis + Hepatozoon spp. e coinfecção tripla. O sequenciamento confirmou Babesia 

vogeli, A. platys, E. canis e Hepatozoon canis (98,53-100% identidade com isolados 

nacionais/internacionais). Não houve diferença significativa por sexo ou faixa etária 

(p>0,05), mas tendência maior em cães >5 anos.  Os achados evidenciam a circulação de 

hemoparasitas em cães de São Luís com predominância de E. canis e notável ocorrência 

de coinfecções, contribuindo para o conhecimento epidemiológico dessas infecções. 

Palavras-chave: hemoparasitoses, cães, biologia molecular, epidemiologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Tick-borne diseases in dogs represent a significant challenge for veterinary practice in 

urban areas of tropical regions. In São Luís, Maranhão, Brazil, the circulation of 

pathogens from the genera Ehrlichia, Anaplasma, Babesia, and Hepatozoon has been 

presumed based on previous serological studies, but remains poorly documented using 

molecular methods that allow sensitive detection, species-level identification, and 

assessment of coinfections. This study aimed to estimate the frequency of these agents 

and describe coinfection patterns in dogs treated at the Veterinary Hospital “Francisco 

Edilberto Uchoa Lopes” of the State University of Maranhão. A molecular survey was 

conducted using 200 whole blood samples collected between November 2024 and 

September 2025. DNA was extracted using a commercial kit, followed by screening with 

multiplex qPCR for Ehrlichia canis, Anaplasma platys, and Babesia spp., and nested PCR 

for Hepatozoon spp. Positive samples were confirmed by Sanger sequencing and 

BLASTn analysis. Overall, 39% (78/200) of samples were positive for at least one agent: 

23% (46/200) for E. canis, 16.5% (33/200) for A. platys, 13% (26/200) for Babesia spp., 

and 3% (6/200) for Hepatozoon spp. Among positive samples, 32 presented coinfections. 

The most frequent association was A. platys + E. canis (10%; 20/200), followed by E. 

canis + Babesia spp. (4.5%; 9/200). Other combinations occurred at a frequency of 0.5% 

each (1/200): A. platys + Babesia spp., E. canis + Hepatozoon spp., and triple coinfection. 

Sequencing confirmed Babesia vogeli, A. platys, E. canis, and Hepatozoon canis (98.53–

100% identity with national and international isolates). No significant differences were 

observed regarding sex or age group (p > 0.05), although a higher frequency trend was 

noted in dogs older than 5 years. These findings demonstrate the circulation of 

hemoparasites in dogs from São Luís, with predominance of E. canis and a notable 

occurrence of coinfections, contributing to the epidemiological understanding of these 

infections. 

Keywords: hemoparasitoses; dogs; molecular biology; epidemiology. 
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1 INTRODUÇÃO  

A detecção de agentes infecciosos em populações caninas é uma ferramenta 

essencial para o monitoramento epidemiológico e para o avanço das estratégias de 

controle em saúde animal. Entre os hemoparasitas de maior relevância na medicina 

veterinária, destacam-se os gêneros Ehrlichia, Anaplasma, Babesia e Hepatozoon, que 

apresentam ampla distribuição em regiões tropicais e subtropicais, incluindo áreas 

urbanas e periurbanas do Brasil (Dantas-Torres et al., 2012; Evaristo et al., 2024; Savić 

et al., 2014).  

Os parasitas dos gêneros Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. são bactérias Gram-

negativas da ordem Rickettsiales (família Anaplasmataceae), com transmissão vetorial 

mediada por carrapatos, como Rhipicephalus sanguineus (Dantas-Torres, 2021; Tortora 

et al., 2017). Por sua vez, Babesia spp. são protozoários intraeritrocitários da ordem 

Piroplasmida (família Babesiidae), transmitidos também por carrapatos, com destaque 

para Rhipicephalus e Ixodes spp. (Jalovecka et al., 2019). Já o gênero Hepatozoon, 

pertencente à Ordem Adeleorina (família Hepatozoidae), tem como hospedeiros 

definitivos os carrapatos R. sanguineus e algumas espécies de Amblyomma spp. (Baneth 

et al., 2007). Os cães se infectam por meio da ingestão desses carrapatos contendo 

oocistos, atuando como hospedeiros intermediários no ciclo do parasito (Monteiro et al., 

2017). 

Embora a ocorrência de hemoparasitas em cães seja bem documentada no Brasil 

(Paschoal et al., 2020; França et al., 2025), no Maranhão, especialmente em São Luís, 

ainda são limitados os estudos moleculares recentes que avaliem não apenas a detecção, 

mas também os perfis de coinfecção entre esses agentes. Nesse contexto, destaca-se o 

estudo sorológico e molecular conduzido por Costa et al. (2015) na microrregião de 

Chapadinha (MA), que detectou, em cães, Babesia vogeli, Ehrlichia 

canis e Rickettsia spp., com infecções confirmadas por PCR e associadas à alta infestação 

por carrapatos dos complexos R. sanguineus e Amblyomma. Além disso, Silva et al. 

(2012) confirmaram, por PCR, a presença de Babesia canis vogeli em cães e em R. 

sanguineus na microrregião de Imperatriz, na mesorregião do Oeste Maranhense, 

demonstrando a circulação do agente e de seu vetor em diferentes localidades do estado. 

Métodos parasitológicos e sorológicos, embora amplamente utilizados, podem 

apresentar limitações relacionadas à sensibilidade, especificidade e capacidade de 

diferenciar espécies e estágios de infecção (Mehrotra et al., 2025). Nesse cenário, técnicas 

moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR em tempo real 
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(qPCR) têm se consolidado como abordagens altamente sensíveis e específicas, 

permitindo não apenas a detecção direta do material genético dos agentes, mas também a 

sua quantificação e posterior sequenciamento para confirmação de espécies (Reithinger, 

Dujardin, 2007, Galluzzi et al., 2018). 

A utilização dos métodos moleculares tem possibilitado avanços significativos na 

vigilância de doenças transmitidas por vetores, sobretudo ao identificar infecções em 

fases iniciais ou subclínicas e ao detectar coinfecções que poderiam passar despercebidas 

por métodos convencionais (Dordio et al., 2021). Além disso, a análise genética das cepas 

circulantes contribui para o entendimento da diversidade molecular dos agentes e suas 

implicações na epidemiologia e no controle das infecções (Sádlová et al., 2024). 

Diante da importância desses patógenos, a realização de estudos que envolvam a 

detecção molecular e a caracterização genética em cães é essencial para apoiar ações de 

vigilância em saúde e aprofundar o conhecimento sobre a circulação desses 

microrganismos em regiões endêmicas. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Gênero Ehrlichia  

Pertencente à família Anaplasmataceae e à ordem Rickettsiales, o gênero 

Ehrlichia compreende bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatórias, que se 

replicam em vacúolos citoplasmáticos de células do hospedeiro, principalmente 

monócitos e macrófagos (Greene, 2011). O gênero inclui várias espécies de importância 

veterinária e humana, cada uma associada a hospedeiros específicos. E. canis parasita 

canídeos, como cães, lobos e chacais (Thrall, 2015). Por sua vez, E. chaffeensis e E. 

ewingii infectam humanos, antílopes e cães, enquanto E. muris tem como principais 

hospedeiros roedores e também pode infectar humanos.  E. ruminantium é encontrada em 

ruminantes e pode acometer humanos (Monteiro, 2017). 

O ciclo de E. canis tem início quando o carrapato vetor, geralmente R. sanguineus, 

se alimenta de um cão infectado e ingere o agente (Ferrolho et al., 2025). Após o repasto, 

a bactéria multiplica-se no trato digestivo, infectando o epitélio do intestino médio, 

hemócitos e glândulas salivares do carrapato (Smith et al., 1976). Essa característica 

garante a transmissão transestadial, permitindo que o patógeno seja mantido de um 

estágio de desenvolvimento para o outro, por exemplo, de larva para ninfa ou de ninfa 

para adultos (Ipek et al., 2018). Embora Oliveira et al. (2019) tenham detectado DNA de 

E. canis nos ovários de carrapatos R. sanguineus, sugerindo a possibilidade de 
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transmissão transovariana, até o momento não há comprovação de que essa via de 

transmissão realmente ocorra, ou seja, que o agente seja transferido para os ovos e resulte 

na infecção da progênie (Oliveira et al., 2019; Ravindran et al., 2023). 

No hospedeiro mamífero, a bactéria apresenta tropismo por 

monócitos/macrófagos, nos quais se replica em vacúolos citoplasmáticos, formando 

mórulas, e dissemina-se pelo sistema fagocitário mononuclear, com predileção por baço, 

linfonodos, fígado e medula óssea. Consequentemente, as principais repercussões 

incluem inflamação vascular e disfunção hematopoiética (Aziz et al., 2022, Levenhagen 

et al., 2013). Cães infectados por E. canis podem apresentar sinais clínicos e alterações 

laboratoriais de caráter inespecífico, o que torna o diagnóstico um desafio (Espino-Solís 

et al., 2023). Além disso, a doença pode variar desde formas leves, muitas vezes 

subclínicas, até quadros graves e potencialmente fatais, caracterizados por 

mielossupressão (Waner; Harrus et al., 2013). Entre os sinais clínicos mais comuns estão 

febre, depressão, anorexia, linfadenomegalia, letargia, esplenomegalia, palidez das 

mucosas e petéquias em membranas mucosas, sendo que, em fases mais crônicas, podem 

ocorrer edemas em membros posteriores, estomatite ulcerativa, icterícia e sinais 

neurológicos (Elitok; Ungur 2016; Meneses et al., 2008; Mylonakis; Theodorou, 2017). 

Na erliquiose monocítica canina, os achados laboratoriais incluem 

trombocitopenia, anemia leve e leucopenia na fase aguda, que podem persistir na fase 

subclínica (Greene, 2015). Infecções crônicas podem levar a pancitopenia e alterações 

bioquímicas, como hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e elevação de enzimas hepáticas 

(Kottadamane et al., 2017). Ademais, alterações em níveis graves como anemia, 

leucopenia, hipopotassemia, prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativada 

e trombocitopenia, sobretudo quando associadas à pancitopenia, indicam pior prognóstico 

em cães com erliquiose. Já valores próximos da normalidade nesses parâmetros estão 

ligados a maior chance de sobrevivência (Shipov et al., 2008). 

 

2.1.1 Panorama epidemiológico de Ehrlichia spp. 

Espécies de Ehrlichia apresentam distribuição mundial, com maior prevalência 

em regiões tropicais e subtropicais, apresentando prevalências variáveis conforme a 

região, o tipo de população animal e o método diagnóstico (Aziz et al., 2022; Xia et al., 

2012). Na África, estudo sorológico revelou alta soropositividade de 31,5% em cães no 

Quênia e 68,5% na Tanzânia, com detecção de anticorpos contra E. canis e E. ewingii 

(Judy et al., 2023). Na Europa, Miró et al. (2022) realizaram um estudo retrospectivo com 
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resultados de testes rápidos ELISA aplicados em clínicas veterinárias de 35 países entre 

2016–2020. Nesse período, a positividade para Ehrlichia spp. caiu de 4,3% para 3,4%, 

apesar do aumento no número de testes. As taxas variaram amplamente entre países, com 

valores mais altos na Grécia (19,6%) e menor que 1% em países como Dinamarca, 

Estônia, Hungria, Eslovênia e Suécia.  

Nos Estados Unidos, Gettings et al. (2020) analisaram 31,2 milhões de testes entre 

2013–2019 e observaram aumento na soropositividade para Ehrlichia spp., com 

tendências regionais crescentes em Missouri, Arkansas, Mississippi, Alabama, Virgínia, 

Carolina do Norte, Geórgia e Texas. Na América do Sul, a prevalência de E. canis varia 

entre diferentes países e regiões.  

Na Área Metropolitana de Buenos Aires, Argentina, um estudo detectou 6,7% de 

positividade em amostras analisadas por PCR (Cicuttin et al., 2016). Na Colômbia, a 

infecção foi confirmada em 18% dos cães avaliados (Arroyave et al., 2020), enquanto no 

Paraguai a positividade molecular alcançou 10,4% (Pérez-Macchi et al., 2019). No Brasil, 

estudos moleculares indicam taxas de 30,8% em Porto Seguro, Bahia (Carvalho et al., 

2024), e 13,7% em uma região costeira do Ceará (Fonsêca et al., 2022). Na zona sul de 

São Paulo, 42,6% dos cães avaliados foram positivos em testes sorológicos, porém apenas 

16,7% apresentaram positividade concomitante nos testes sorológicos e moleculares 

(Queiroz et al., 2022). Na região semiárida do Rio Grande do Norte, 13,3% dos animais 

testaram positivo por nested-PCR (Nogueira et al., 2024). Um levantamento mais 

abrangente, envolvendo 49 municípios de diferentes regiões do Brasil, revelou uma 

soroprevalência geral de 56% para E. canis, com maior frequência no Centro-Oeste 

(57,2%) e menor no Sul (16,3%), utilizando ELISA (Taques et al., 2020).  

 

2.2 Gênero Anaplasma 

  As bactérias do gênero Anaplasma pertencem à família Anaplasmataceae, ordem 

Rickettsiales, são gram-negativas, intracelulares obrigatórias, com tropismo por células 

sanguíneas específicas (Rar et al., 2021). A espécie A. platys parasita preferencialmente 

plaquetas, causando a trombocitopenia cíclica canina e Anaplasma phagocytophilum 

infecta neutrófilos, sendo o agente da anaplasmose granulocítica (Atif, 2016; Da Silva et 

al., 2016; Stuen et al., 2013). Além disso, já foram relatados casos de infecção humana 

por A. platys e A. phagocytophilum, com confirmação molecular do agente em pacientes 

expostos a carrapatos, o que evidencia o potencial zoonótico do patógeno (Arraga-

Alvarado et al., 2014; Breitschwerdt et al., 2014). 
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O ciclo biológico de Anaplasma spp. envolve a multiplicação da bactéria em 

células específicas do hospedeiro vertebrado e a manutenção nos carrapatos ixodídeos 

(Perveen et al., 2023; Rar et al., 2021). Após o vetor realizar o repasto em animais 

infectados, as bactérias colonizam inicialmente o epitélio do intestino médio do carrapato, 

onde ocorre a primeira multiplicação (Monteiro, 2017). Em seguida, migram para as 

glândulas salivares, completando outro ciclo replicativo e sendo liberadas na saliva, o que 

possibilita a infecção de novos hospedeiros durante futuros repastos (Ueti, 2009). Essa 

transmissão é caracteristicamente transestadial, ocorrendo entre os diferentes estágios de 

desenvolvimento do vetor (larva, ninfa e adulto), mas não se perpetua de forma 

transovariana (Aktas; Ozubek, 2018; Snellgrove, et al., 2020)  

Em cães, a infecção por A. platys está relacionada principalmente a febre, letargia, 

anorexia, emagrecimento progressivo e manifestações hemorrágicas como petéquias e 

epistaxe, além de mucosas pálidas e linfadenomegalia em infecções mais intensas 

(Bouzouraa et al., 2016; Nair et al., 2016). A. phagocytophilum pode causar hipertemia, 

inapetência, dor articular, linfadenomegalia, esplenomegalia, vômito, diarreia, 

trombocitopenia, podendo ainda evoluir com sinais respiratórios ou neurológicos em 

casos complicados (Kohn et al., 2008; Teodorowski et al., 2021).  

Entre as alterações hematológicas observadas em cães infectados por Anaplasma, 

a trombocitopenia se destaca como o achado mais consistente, sendo registrada em 

praticamente todos os animais positivos em alguns estudos e considerada a alteração mais 

comum tanto nas infecções por A. platys quanto por A. phagocytophilum. Além disso, 

outras anormalidades relatadas incluem queda no nível de hematócrito, elevação dos 

níveis das enzimas hepáticas e hiperbilirrubinemia (Bouzouraa et al., 2016; Chirek et al., 

2018; Teodorowski et al., 2021). 

 

2.2.1 Panorama epidemiológico de Anaplasma spp. 

A presença de Anaplasma em cães é reconhecida mundialmente, com ampla 

documentação na Europa. Para A. phagocytophilum, há registros em países como Áustria, 

Alemanha, Espanha, Suécia, Portugal, Letônia, Polônia, Reino Unido, Finlândia, França, 

Hungria, Romênia e Suíça. A espécie  A. platys é relatada sobretudo na bacia do 

Mediterrâneo, incluindo Itália, Espanha, Portugal, França, Turquia, Grécia, Croácia e 

Romênia (Barutzki et al., 2006; De la Fuente et al., 2006; Facile et al., 2024; Hamel et 

al., 2009; Kirtz et al., 2007; Sainz et al., 2015). Na Ásia, há relatos de A. platys em cães 

de Taiwan e da Tailândia. Ademais, estudos conduzidos na China identificaram múltiplas 
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espécies de Anaplasma, como A. phagocytophilum, A. platys, Anaplasma bovis, A. ovis e 

A. capra, infectando diversas espécies de mamíferos (Chao et al., 2024; Lin et al., 2023; 

Piratae et al., 2019; Shi et al., 2019). Diversas espécies do gênero estão presentes em todo 

o continente africano, afetando tanto animais domésticos quanto silvestres. Estudos 

confirmam a ocorrência de espécies como Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, 

Anaplasma ovis, A. platys e A. phagocytophilum em diferentes regiões, incluindo África 

do Norte, África Subsaariana e países como Senegal, Etiópia, Quênia, Namíbia e África 

do Sul (Kolo et al., 2023; Matei et al., 2016; Said et al., 2018; Villiers et al., 2025; Zobba 

et al., 2022).  

Nas Américas, as mesmas espécies de Anaplasma citadas anteriormente têm sido 

relatadas, embora com menor frequência geral. Entre as mais notificadas destacam-se A. 

phagocytophilum, A. platys, A. marginale e A. bovis, com registros em Brasil, México, 

Chile, Argentina, Colômbia, Panamá, Estados Unidos e Guiana Francesa (Bonilla-Aldana 

et al., 2020; Cardozo et al., 2007; Dahmani et al., 2015; Di Cataldo et al., 2021; Eiras et 

al., 2013; El Hamiani Khatat et al., 2021; Movilla et al., 2016; Santamaria et al., 2014).  

No Brasil, investigações moleculares e sorológicas evidenciam a ampla circulação 

de Anaplasma spp. em populações caninas de áreas urbanas e rurais, com registros tanto 

de A. platys quanto de A. phagocytophilum em diferentes regiões do país. (França et al., 

2025; Lasta et al., 2013; Machado et al, 2010;  Melo et al, 2016; Minervino et al., 2023; 

Ribeiro et al., 2017; Santos et al., 2011; Soares et al., 2017). No Maranhão, há evidências 

sorológicas de infecção canina por Anaplasma; entretanto, faltam confirmações 

moleculares e sequenciamentos que caracterizem as espécies/linhagens circulantes no 

estado (Sousa et al., 2020).  

 

2.3 Gênero Babesia  

O gênero Babesia reúne protozoários da ordem Piroplasmida e família Babesiidae, 

caracterizados por seu desenvolvimento no interior de eritrócitos de hospedeiros 

vertebrados e pela transmissão principalmente por carrapatos ixodídeos (Monteiro, 2017). 

A babesiose é considerada uma zoonose de importância crescente para a saúde pública, 

pois depende de reservatórios animais e carrapatos do gênero Ixodes para manter seu ciclo 

e alcançar o ser humano (Gray et al., 2019). Casos têm sido descritos  em diversos 

continentes desde o primeiro relato em 1957, com maior frequência na América do Norte 

e na Europa, onde espécies como B. microti e B. divergens são responsáveis pela maioria 

das infecções humanas (Skrabalo; Deanovic 1957; Young et al., 2019). 
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O ciclo biológico de Babesia é heteroxeno, pois envolve dois hospedeiros 

distintos: o carrapato, considerado hospedeiro definitivo por abrigar a fase sexuada do 

parasito e os vertebrados, que funcionam como hospedeiros intermediários, onde ocorrem 

as fases assexuadas (Mirzayee et al., 2024). Durante o repasto sanguíneo, os carrapatos 

infectados inoculam esporozoítos presentes na saliva, que penetram nas hemácias e se 

transformam em trofozoítos (Friedhoff et al., 2018). Estes se multiplicam por divisão 

binária, originando merozoítos que, ao romperem as hemácias, invadem novas células, 

perpetuando a infecção. Parte dos merozoítos se diferencia em gamontes, que serão 

ingeridos pelo carrapato (Monteiro, 2017). No intestino do vetor ocorre a gametogonia, 

seguida da formação do zigoto e do oocineto, que migra para as glândulas salivares, onde 

se transforma em novos esporozoítos, reiniciando o ciclo ao serem transmitidos para outro 

hospedeiro vertebrado (Jalovecka et al., 2019).  

A transmissão de Babesia pelos carrapatos pode ocorrer por diferentes 

mecanismos, sendo que, na forma transestadial, o protozoário permanece viável durante 

as mudas do vetor, passando de um estágio de desenvolvimento para o seguinte e 

garantindo a continuidade da infecção (Bonnet et al., 2007; Monteiro, 2017). A 

transmissão transovariana, por sua vez, consiste na transferência do parasito da fêmea 

para os ovos, culminando na infecção da progênie (Ravindra et al., 2023; Friedhoff et al., 

2018). A transmissão intraestadial, embora menos comum, ocorre quando um carrapato, 

geralmente macho, transmite o parasito a outro hospedeiro ainda no mesmo estágio de 

vida (Antunes et al., 2017; Chauvin et al., 2009). 

Em cães infectados por diferentes espécies de Babesia, os sinais clínicos e 

laboratoriais apresentam variações de intensidade, mas compartilham características 

comuns. De modo geral, observa-se letargia, anorexia, febre, mucosas pálidas, icterícia e 

pigmentúria, acompanhados de fraqueza, desidratação e distúrbios gastrointestinais, 

como vômitos e diarreia). Alterações neurológicas, arritmias e hemorragias podem 

ocorrer nos quadros mais graves. (Davitkov et al., 2015; Salem; Farag, et al., 2015).  

As alterações hematológicas e bioquímicas incluem anemia, frequentemente 

regenerativa, e trombocitopenia, considerada o achado laboratorial mais marcante em 

todas as espécies de Babesia (Chan et al., 2025). Outros distúrbios laboratoriais relatados 

são leucopenia ou leucocitose, hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hipocolesterolemia, 

pancitopenia, bem como aumento de enzimas hepáticas, proteinúria e bilirrubinúria. 

Desequilíbrios eletrolíticos, como hipoglicemia, hiponatremia e hiperpotassemia, 
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também podem estar presentes (Leisewitz et al., 2019; Leisewitz et al., 2023; Salem; 

Farag, et al., 2015) 

A gravidade do quadro clínico varia de acordo com alguns fatores, entre estes a 

espécie envolvida: Babesia rossi está associada a maior patogenicidade, cursando com 

doença grave, alta mortalidade, sinais neurológicos e síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica (Leisewitz et al., 2023). Por outro lado, Babesia gibsoni pode causar quadros 

crônicos ou agudos de anemia hemolítica e trombocitopenia, com risco de letalidade. 

(Bilwal et al., 2017; Leisewitz et al., 2023). Infecções por B. canis tendem a apresentar 

evolução moderada, caracterizada por febre, anemia, icterícia e trombocitopenia (Badawi; 

yousif 2020; Salem; Farag, et al., 2015). Já B. vogeli está relacionada a manifestações 

clínicas leves ou subclínicas, mas pode causar quadro clínico mais severo em animais 

imunossuprimidos (Wang et al., 2018).  

 

2.3.1 Panorama epidemiológico de Babesia spp. 

Em cães, diversas espécies de Babesia são descritas. Entre elas, B. vogeli é a mais 

prevalente mundialmente, com registros no Brasil, México, Colômbia, Argentina, França, 

Portugal, Egito, Nigéria, Quênia e Austrália (Camilo et al., 2021; Ngoka et al., 2021; 

Panti-May et al., 2020; Zygner et al., 2023). B. canis é amplamente relatada na França, 

Itália, Croácia, Polônia e Portugal, além da China, enquanto B. rossi predomina na África, 

com notificações na África do Sul, Nigéria, Quênia, Sudão do Sul, Uganda e Zâmbia 

(Annoscia et al., 2017; Cacciò et al., 2002; Li et al., 2020;  Penzhorn et al., 2020; Zygner 

et al., 2023).  

No Brasil, B. vogeli é frequentemente detectada em diversas regiões do país, 

incluindo Uberlândia, Minas Gerais, com uma taxa de 30,67% de positividade por 

observação microscópica do esfregaço de sangue, confirmada por PCR. (Barbosa et al., 

2020). Em Goiana, Pernambuco, e São Joaquim de Bicas, Minas Gerais, B. vogeli foi a 

única espécie detectada em cães, com 82,4% de soropositividade por RIFI e 14% de 

positividade molecular confirmada por PCR (Dantas-Torres et al., 2021). Além de B. 

vogeli, já foram relatados casos esporádicos de outras espécies em cães domésticos e 

animais silvestres, como B. gibsoni e B. caballi, embora sejam muito menos frequentes. 

(De Sousa et al., 2018; Jefferies et al., 2007; Jojima et al., 2008).  

No Maranhão, há registros de diferentes espécies de Babesia em distintos 

hospedeiros, evidenciando a diversidade desse gênero no estado. Em bovinos leiteiros da 

Ilha de São Luís, foram detectadas infecções por B. bovis e B. bigemina, incluindo casos 
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de coinfecção entre essas espécies, identificadas por ELISA, esfregaços sanguíneos e 

confirmadas por PCR (Costa et al., 2015). Em equinos da Baixada Maranhense, verificou-

se soroprevalência de B. caballi, confirmada por PCR (Nogueira et al., 2017). Em cães, a 

presença de B. vogeli foi constatada por métodos sorológicos e moleculares em animais 

da cidade de São Luís, da microrregião de Imperatriz e do município de Chapadinha 

(Costa et al., 2015; Galeno et al., 2018; Silva et al., 2012).  

 

2.4 Gênero Hepatozoon  

O gênero Hepatozoon é constituído por protozoários hemoparasitas pertencentes 

ao filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiorida e família Hepatozoidae (Levine, 1988). Esses 

parasitos possuem ciclo de vida heteroxênico, envolvendo hospedeiros vertebrados e 

invertebrados hematófagos, como como carrapatos, ácaros e flebotomíneos (Baneth, 

2011).  

Nos cães, a transmissão ocorre principalmente por carrapatos, destacando-se R. 

sanguineus e espécies do gênero Amblyomma (Monteiro, 2017). Anfíbios, répteis, aves e 

diversos mamíferos podem atuar como hospedeiros intermediários , sendo a infecção 

particularmente frequente em roedores e carnívoros (Clemente et al., 2023; Silva et al., 

2021). De forma geral, as espécies de Hepatozoon apresentam baixa especificidade 

quanto ao hospedeiro, tanto intermediário quanto definitivo (Thomas et al., 2024). 

Este protozoário apresenta ciclo heteroxênico, que envolve um vertebrado como 

hospedeiro intermediário e o carrapato como hospedeiro definitivo (Baneth, 2011; Barta 

et al., 1989). Em geral, o vertebrado é infectado ao ingerir o vetor com esporocistos (De 

Sousa et al., 2017). Os esporozoítos liberados disseminam-se pelo sangue e colonizam 

órgãos (baço, linfonodos, fígado, medula óssea, pulmões e, no caso de Hepatozoon 

americanum, musculatura), onde fazem merogonia, gerando merontes e merozoítos 

(Monteiro, 2017). Subsequentemente, parte desses merozoítos invadem leucócitos 

circulantes, diferenciando-se em gamontes (Smith et al., 1996). Posteriormente, o 

carrapato se infecta ao repastar em hospedeiro com gamontes e, no vetor, ocorrem 

gamogonia e fecundação, formando oocinetos que migram à hemocele, onde amadurecem 

em oocistos.Nesses, a esporogonia produz esporozoítos infectantes (Baneth et al., 2007). 

O ciclo se completa quando um novo vertebrado ingere o carrapato parasitado. Também 

podem ocorrer rotas alternativas, como predação de vertebrados infectados e, raramente, 

transmissão transplacentária (Hodžić et al., 2007; Johnson et al., 2009). 
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A infecção por Hepatozoon em cães varia de subclínica a grave, com 

manifestações inespecíficas (O'Dwyer, 2011). No Brasil, H. canis costuma cursar de 

forma subclínica, geralmente com baixa parasitemia. Quadros mais severos são 

observados sobretudo em filhotes, cães imunossuprimidos ou quando há infecções 

concomitantes (Mundim et al., 2008; O'Dwyer, 2011). Contudo, H. americanum tende a 

ser mais debilitante, com miosite e evolução potencialmente fatal (Baneth et al., 2003). 

Os sinais relatados incluem anorexia, apatia, prostração, pirexia, palidez de mucosas, dor, 

diarreia, vômito, rigidez, claudicação, secreção ocular, polidipsia, poliúria e, nos casos 

graves, caquexia e dor muscular (Baneth, 2011; Mundim et al., 2008).  

 Em cães com hepatozoonose, observa-se tipicamente anemia normocítica 

normocrômica de caráter não regenerativo, podendo ser acompanhada por 

trombocitopenia, leucocitose, neutrofilia, eosinopenia e monocitopenia (Fonseca et al., 

2022). No perfil bioquímico, costumam ocorrer elevações de ALT, AST e ALP, além de 

marcadores renais como ureia e creatinina, refletindo envolvimento hepático e renal 

(Verma et al., 2024).  

 

2.4.1 Panorama epidemiológico de Hepatozoon spp. 

Estudos moleculares mostram que espécies como H. canis e Hepatozoon felis 

apresentam ampla distribuição mundial, com registros em cães, gatos, roedores, répteis e 

aves na Europa, Américas, Ásia, África e Oceania (Morelli et al., 2021; Thomas et al., 

2024; Vásquez-Aguilar et al., 2021). Entre as espécies menos relatadas, destaca-se 

Hepatozoon silvestris, recentemente descrita em países europeus, incluindo Itália, 

Portugal, Suíça e Turquia, e reconhecida como potencial agente de hepatozoonose felina, 

com relatos de infecções assintomáticas e sintomáticas, incluindo casos fatais (Carbonara 

et al., 2023; Giannelli et al., 2017; Hodžić; Alić et al., 2023; Kegler et al., 2018; Önder 

et al., 2025). No Paquistão, foram detectados H. canis em cães parasitados por carrapatos 

(R. sanguineus), Hepatozoon ayorgbor em cabras parasitadas por R Rhipicephalus 

haemaphysaloides, Hepatozoon colubri em ovelhas parasitadas por Haemaphysalis 

sulcata e em vacas parasitadas por Hyalomma anatolicum. Isto evidencia o potencial de 

disseminação de espécies originárias da fauna silvestre para animais domésticos (Tila et 

al., 2023).  

No Brasil, Hepatozoon spp. apresenta ampla distribuição, sendo registrado em 

diferentes biomas, como Cerrado, Mata Atlântica e Pantanal, infectando tanto animais 

domésticos quanto silvestres (Weck et al., 2022). Em cães, H. canis é a espécie mais 
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prevalente e amplamente distribuída em cães domésticos em todas as regiões do Brasil 

(Maia et al., 2019; Forlano et al., 2007; Rubini et al., 2005). No entanto, há relatos de H. 

americanum em cães domésticos no Norte do país, apesar dessa espécie ser classicamente 

descrita na América do Norte (De Azevedo Gomes et al., 2016). 

No Maranhão, embora não haja relatos de estudos moleculares de Hepatozoon em 

cães, há evidências de circulação do parasito em outras espécies na Ilha de São Luís. Em 

felinos domésticos, De Bortoli et al. (2011) testaram 200 amostras sanguíneas através de 

PCR para o gene alvo 18S rRNA e detectaram um animal positivo, cuja sequência se 

agrupou no clado de H. felis. Em gambás (Didelphis marsupialis), Braga et al. (2023) 

detectaram DNA de Hepatozoon por PCR em três de 45 indivíduos. As sequências 

agruparam-se no clado de H. felis, sugerindo genótipos putativos, isto é, variantes 

genéticas inferidas a partir do agrupamento filogenético e da similaridade de sequência, 

sem confirmação definitiva da identidade do parasito por caracterização mais abrangente. 

Esses achados sugerem a participação de hospedeiros sinantrópicos no ciclo local de 

Hepatozoon e reforçam a lacuna de dados em cães, apontando a necessidade de inquéritos 

moleculares e investigação de vetores na região.  

 

2.5 Métodos diagnósticos laboratoriais para hemoparasitas  

A confirmação da infecção por hemoparasitas em cães requer o uso combinado de 

abordagens laboratoriais, que incluem técnicas microscópicas, sorológicas e moleculares, 

uma vez que manifestações clínicas inespecíficas e diferentes fases do ciclo infeccioso 

limitam a confiabilidade de métodos isolados (Ferrolho et al., 2025; Martinescu et al., 

2024; Mylonakis et al., 2017). 

A avaliação citológica é tradicionalmente empregada no diagnóstico inicial dessas 

enfermidades (Mylonakis et al., 2003). Esfregaços sanguíneos corados por Giemsa ou 

Panótico permitem a visualização direta dos parasitas no interior das células-alvo, embora 

a sensibilidade seja geralmente baixa em infecções subclínicas ou com parasitemia 

reduzida (Bouzouraa et al., 2016). No caso de E. canis, a identificação de mórulas 

intracitoplasmáticas em monócitos é indicativa de infecção aguda, com taxas de detecção 

direta entre 4% e 5,6% em diferentes estudos, podendo ser aprimorada com a análise da 

fina camada leucocitária ou sangue capilar periférico obtido da ponta da orelha ou cauda 

(Ristic; Woldehiwet, 1993; Rodriguez-Vivas et al., 2005).  

Para A. platys, o diagnóstico microscópico baseia-se na visualização de 

corpúsculos de inclusão plaquetária, porém a sensibilidade é limitada pela flutuação 
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cíclica da parasitemia e pela dependência da habilidade técnica do examinador (Greene, 

2008; Monteiro, 2017; Rucksaken et al., 2019). Nas babesioses caninas, distinguem-se 

formas piriformes maiores de B. canis (2,5–5 μm) e formas pequenas e pleomórficas de 

B. gibsoni (1–2,5 μm), geralmente associadas a estágios agudos da doença. Infecções 

crônicas frequentemente passam despercebidas pela microscopia (Nelson; Couto et al., 

2015). Nas infecções por Hepatozoon spp., a identificação de gamontes circulantes em 

leucócitos também apresenta baixa sensibilidade, subestimando casos com parasitemia 

discreta (Monteiro, 2017; Dordio et al., 2021). 

Os métodos sorológicos, como RIFI e ELISA, desempenham papel relevante na 

triagem de infecções, sobretudo para E. canis e A. platys, permitindo a detecção de 

anticorpos específicos mesmo em animais assintomáticos. Entretanto, não distinguem 

infecção ativa de exposição pregressa e podem sofrer interferências por reações cruzadas, 

especialmente entre Ehrlichia e Anaplasma, o que reforça a necessidade de testes 

complementares (Waner et al., 2001; Qurollo et al., 2021; Harrus et al., 2002; 

Kaewmongkol et al., 2020). Em Babesia spp., os testes sorológicos auxiliam 

particularmente nos quadros de baixa parasitemia, nos quais a detecção direta é difícil 

(Kiouani et al., 2020). Para Hepatozoon spp., os ensaios sorológicos ainda são pouco 

explorados e sua disponibilidade comercial é limitada, o que ressalta a importância do 

desenvolvimento de ferramentas mais específicas e sensíveis para fins epidemiológicos 

(Modrý et al., 2017; Thomas et al., 2024). 

O diagnóstico molecular, por sua vez, representa a ferramenta mais sensível e 

específica para a detecção desses agentes. A PCR convencional e suas variações, como 

nested PCR e qPCR, têm sido amplamente empregadas para identificar Ehrlichia spp. 

com maior precisão que a microscopia, permitindo o diagnóstico de infecções ativas, 

inclusive em casos subclínicos (Faria et al., 2010;  Harrus; Waner et al., 2011; Sainz et 

al., 2015). Para Anaplasma spp., essas metodologias também são consideradas padrão-

ouro, permitindo discriminar espécies filogeneticamente próximas, como A. platys e A. 

phagocytophilum (Qurollo et al., 2021; Sparagano et al., 2003). No caso de Babesia spp., 

a amplificação e o sequenciamento de fragmentos do gene 18S rRNA permitem 

diferenciar espécies como B. canis, B. vogeli e B. rossi e distinguir formas grandes das 

pequenas (por exemplo, B. gibsoni), superando as limitações da microscopia (Cacciò et 

al., 2002). Para Hepatozoon spp., métodos moleculares como PCR, nested PCR, qPCR e 

amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) apresentam sensibilidade 

significativamente superior às técnicas microscópicas.  
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Estudos comparativos entre métodos moleculares demonstram que a sensibilidade 

diagnóstica pode variar entre diferentes formatos de PCR, havendo situações em que a 

nested PCR apresenta maior sensibilidade, enquanto a qPCR oferece maior rapidez e 

capacidade de discriminação simultânea entre agentes (Lv et al., 2022). 

Nesse contexto, destacam-se a qPCR, pela capacidade de quantificar carga 

parasitária, e o LAMP, pela rapidez e simplicidade de execução, características 

especialmente úteis em contextos de triagem e monitoramento terapêutico (Díaz-Sánchez 

et al., 2021; Singh et al., 2019; Li et al., 2008; Upadhyay et al., 2021). 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Avaliar, por métodos moleculares, a ocorrência e as coinfecções de Ehrlichia spp., 

Anaplasma spp., Babesia spp. e Hepatozoon spp. em cães de São Luís, Maranhão. 

 

3.2 Específicos 

• Detectar o DNA de Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia spp. em sangue 

total de cães, por qPCR multiplex; 

• Detectar o DNA de Hepatozoon spp. em sangue total de cães, por nested PCR; 

• Determinar a ocorrência de coinfecções entre os agentes detectados; 

• Realizar o sequenciamento genético de amostras positivas para confirmação das 

espécies dos agentes detectados. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Comitê de ética 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética e Experimentação Animal (CEEA) 

do curso de Medicina Veterinária da UEMA, sob o protocolo nº 19/2026 (Anexo A).  

 

4.2 Amostragem 

Foram incluídas, por conveniência, amostras de cães de ambos os sexos e de 

diferentes faixas etárias, oriundos da Ilha de São Luís, Maranhão, atendidos no Hospital 

Veterinário Francisco Edilberto Uchôa Lopes, da Universidade Estadual do Maranhão, 

com suspeita clínica e/ou laboratorial de uma ou mais hemoparasitoses investigadas no 

estudo. As amostras de sangue total foram coletadas entre novembro de 2024 e setembro 

de 2025. 
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4.3 Coleta de Amostras Biológicas 

O sangue periférico foi coletado por venopunção da veia jugular ou cefálica, com 

auxílio de seringa e agulhas descartáveis (21-23G), após antissepsia do local com álcool 

70%. Em seguida, 2 mL foram transferidos para tubos contendo EDTA, homogeneizados 

por inversão suave, identificados e mantidos entre 2 e 8 °C até o processamento para 

extração de DNA.  

 

4.4 Extração de DNA  

A extração do DNA genômico das amostras de sangue total foi realizada 

utilizando o kit comercial da Nova Biotecnologia (Cotia, Brasil), de acordo com as 

instruções do fabricante, exceto que, na etapa de eluição, foi utilizado 40 µL do tampão 

de eluição. 

 

4.5 Amplificação de DNA simultânea de Babesia spp., Ehrlichia canis e Anaplasma 

platys. 

A amplificação do DNA extraído das amostras foi realizada por reação em cadeia 

da polimerase em tempo real (qPCR) multiplex, utilizando kit comercial (Nova 

Biotecnologia, Brasil) desenvolvido para detecção simultânea de Babesia spp., E. canis 

e A. platys. O ensaio emprega sondas fluorescentes distintas para cada alvo, o que permite 

a discriminação simultânea das amplificações em diferentes canais de leitura: FAM para 

Babesia spp., HEX para E. canis e ROX para A. platys, uma vez que cada fluoróforo 

emite fluorescência em comprimentos de onda específicos. 

As reações foram conduzidas em termociclador QuantStudio 5 (Applied 

Biosystems), com protocolo térmico composto por desnaturação inicial a 95 °C por 2 

minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 45 segundos, com 

captação de fluorescência em tempo real.  

Para controle de qualidade, foram incluídos controles positivos e negativos em 

cada ensaio. As amostras foram consideradas positivas para determinado hemoparasita 

quando apresentaram valor de ciclo limiar (Ct) inferior a 37 no canal correspondente. 

Valores iguais ou superiores a 37, ou ausência de amplificação, foram interpretados como 

resultado negativo. 

 

4.6 Amplificação do DNA de Hepatozoon spp. 
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Para detecção de Hepatozoon spp. por nested PCR do 18S rRNA, foram seguidas 

as condições descritas por De Azevedo Gomes et al. (Quadro 1). Cada reação teve volume 

final de 25 µL, composto por 12,5 µL de PCR Master Mix Ludwig© (Taq DNA 

Polymerase, dNTPs, MgCl2 e tampão), 1 µL de cada primer (10 pmol), 8,5 µL de água 

livre de nucleases (Promega) e 2 µL de DNA. Na primeira reação, com HepF/HepR, foi  

realizada desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95 °C por 

30 segundos, 57 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, com extensão final a 72 °C 

por 10 minutos. Na segunda reação, com HepNF/HepNR, o mesmo perfil térmico foi 

mantido, alterando-se apenas o número de ciclos para 30. Para a segunda reação, 2 µL do 

produto da primeira reação foi usado como molde. Por fim, os produtos foram submetidos 

a eletroforese em gel de agarose a 1,5% para visibilização dos resultados. 

 

4.7 Ensaios de PCR e nested PCR para identificação das espécies  

As amostras que apresentaram resultado positivo no qPCR multiplex para Babesia 

spp., E. canis e A. platys foram submetidas a amplificações adicionais por PCR 

convencional e nested PCR, visando à identificação por sequenciamento das espécies 

envolvidas.  

Para amplificação de Babesia spp. por nested PCR do gene 18S rRNA, utilizou-

se os oligonucleotídeos descritos por Jefferies et al. (2007) (Quadro 1). Cada reação teve 

volume final de 25 µL, composto por 12,5 µL de PCR Master Mix Ludwig© (Taq DNA 

Polymerase, dNTPs, MgCl2 e tampão), 1 µL de cada primer (10 pmol), 8,5 µL de água 

livre de nucleases (Promega) e 2 µL de DNA. Na primeira reação, com os pares de 

primers BTF1/BTR1, realizou-se ativação inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 45 

ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 20 segundos e 72 °C por 30 segundos, com 

extensão final a 72 °C por 7 minutos. O amplicon externo esperado foi de 

aproximadamente 930 pb. Na segunda reação, utilizando os pares de primers BTF2/BTR2 

, empregou-se 2 µL do produto da primeira PCR como molde e manteve-se o mesmo 

perfil térmico, ajustando-se apenas o anelamento para 62 °C, e procedeu-se à extensão 

final a 72 °C por 7 minutos, obtendo-se um produto interno em torno de 800 pb. 

Para amplificação do gene 16S rRNA de Anaplasma spp., realizou-se PCR 

convencional conforme descrito por Zobba et al. (2014), utilizando os primers 

AnaplsppF/AnaplR3, que geram um fragmento de aproximadamente 800 pb. Cada reação 

teve volume final de 25 µL, composto por 12,5 µL de PCR Master Mix Ludwig© (Taq 

DNA Polymerase, dNTPs, MgCl2 e tampão) 1 µL de cada primer (10 pmol), 8,5 µL de 
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água livre de nucleases e 2 µL de DNA extraído. O ciclo térmico consistiu em 

desnaturação inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 

50 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, com extensão final a 72 °C por 10 minutos. 

Para amplificação do gene dsb de Ehrlichia spp., foi realizada reação de nested 

PCR conforme descrito por Dehnoaliyan et al. (2024), utilizando, na primeira reação, os 

primers externos DSB-330 e DSB-720, e, na segunda reação, os primers internos DSB-

380 e DSB-720. Essas reações produziram  amplicons de 401 pb e 349 pb , 

respectivamente. Cada reação teve volume final de 25 µL, composto por 12,5 µL de PCR 

Master Mix Ludwig© (Taq DNA Polymerase, dNTPs, MgCl2 e tampão) 1 µL de cada 

primer (10 pmol), 8,5 µL de água livre de nucleases e 2 µL de DNA extraído. As 

condições de termociclagem foram: 96 ºC por 3 min, seguido de 35 ciclos de 95 ºC por 

30 s, 55 ºC por 30 s e 72 ºC por 40 s, com extensão final a 72 ºC por 10 min. Para a 

segunda reação, 2 µL do produto da primeira reação foi usado como molde, mantendo-se 

o mesmo perfil térmico. 

Todas as amostras foram amplificadas contendo controles positivo e negativos. 

Após cada reação de PCR, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 

a 1,5% para visibilização dos resultados. 

 

Quadro 1. Alvos moleculares, tamanho dos fragmentos e iniciadores utilizados nas 

reações de PCR para detecção de Babesia spp., Anaplasma spp., Hepatozoon spp., 

Ehrlichia spp, conforme descrito na literatura. 

Alvo Gene/tamanho Iniciadores (5’ – 3’) Referência 

Babesia 

spp. 

18S rRNA/  

1° 930 bp 

2° 800 bp 

BTF1 (external) 

GGCTCATTACAACAGTTATAG 

BTR1 (external) 

CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC 

BTF2 (internal) 

CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC 

BTR2 (internal) 

GGACTACGACGGTATCTGATCG 

Jefferies et 

al. (2007) 

Anaplasma 

spp. 

16S rRNA/ 

800bp 

 

AnaplsppF: 

AGAAGAAGTCCCGGCAAACT  

AnaplR3: 

GAGACGACTTTTACGGATTAGCTC 

Zobba et al. 

(2014) 
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Hepatozoon 

spp. 

18S rRNA/  

1°666 pb 

2°~670 pb 

HepF (external) 

ATACATGAGCAAAATCTCAAC 

HepR (external) 

CTTATTATTCCATGCTGCAG 

HepNF (internal) 

GGTATGGTATTGGCTTACCG 

HepNR (internal) 

CGAGCTTTTTAACTGCAACA 

De Azevedo 

Gomes et al. 

(2016); 

Inokuma et 

al. (2002).  

Ehrlichia 

spp  

DSB/ 

1° 401 bp 

2 ° 349 bp 

 

DSB−330 (external) 

GATGATGTTTGAAGATATSAAACAAAT 

DSB−720 (external) 

CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC 

DSB−380 (internal) 

ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 

DSB−720 (internal) 

CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC 

 

Dehnoaliyan 

et al. (2024) 

 

4.7.1 Purificação e sequenciamento 

Os produtos positivos foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega), conforme instruções do fabricante, e o DNA foi 

quantificado em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). O 

sequenciamento de Sanger foi realizado pelo método de terminação por 

didesoxinucleotídeos (Sanger et al., 1977) no analisador ABI PRISM 3700 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA).  

 

4.7.2 Análise das sequências 

As sequências de nucleotídeos obtidas foram avaliadas quanto à qualidade no 

software FinchTV 1.4 (Geospiza, Inc., Seattle, WA, EUA). As sequências de consenso 

foram geradas no CAP3 – Sequence Assembly Program (Huang e Madan, 1999). Em 
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seguida, foram comparadas a sequências depositadas no GenBank (NCBI) por meio do 

algoritmo BLASTn, para confirmar a identidade específica dos agentes detectados. 

 

4.8 Análise Estatística 

Os dados foram tabulados em planilhas eletrônicas e analisados no Jamovi e IBM 

SPSS Statistics. Realizou-se análise descritiva das frequências absolutas e percentuais de 

positividade por agente, bem como das proporções de cães monoinfectados, coinfectados 

e negativos. Para comparar as frequências de detecção entre os hemoparasitas 

investigados, utilizou-se o teste Q de Cochran. Para avaliar a associação entre a 

positividade e as variáveis sexo e faixa etária, empregou-se o teste do qui-quadrado de 

Pearson. Os resultados foram apresentados em valores absolutos, adotando-se nível de 

significância de p < 0,05. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Das 200 amostras de sangue total analisadas, 39% (78/200) foram positivas por 

qPCR multiplex ou Nested PCR para pelo menos um dos agentes investigados. As 

frequências de positividade na qPCR multiplex, considerando infecções únicas e 

coinfecções, foram de 23% para E. canis (46/200), 16,5% para A. platys (33/200) e 13% 

para Babesia spp. (26/200). Na Nested PCR 3% das amostras foram positivas para 

Hepatozoon spp. (6/200) (Tabela 1). 

Tabela 1. Frequência de detecção de hemoparasitas em cães de São Luís, MA, por 

técnicas de diagnóstico molecular (qPCR multiplex e PCR convencional) 

  Detecção do patógeno 

Hemoparasitas  Positivo 

n / % 

Negativo 

n / % 

Total p value* 

Ehrlichia canis  46 (23) 154 (77.0) 200 

200 

200 

 

<0,001¹ Anaplasma platys  33 (16,5) 167 (83,5) 

Babesia spp.  26 (13,0) 174 (87,0) 

Hepatozoon spp.  6 (3,0) 194 (97,0) 200  

           
n = número de cães; % percentual na linha; * Nível de significância p<0,05, ¹Diferenças globais avaliadas 

pelo teste Q de Cochran (Q = 37,891; gl = 3; p < 0,001). 
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Foi observada a ocorrência de hemoparasitas em cães com suspeita clínica na 

região estudada, reforçando a importância dessas infecções na rotina clínica veterinária 

local. Em comparação, em outros estudos moleculares, frequências superiores foram 

relatadas em cães de Mossoró (RN), em um estudo realizado por Araújo et al. (2025), 

onde 72,3% dos animais apresentaram positividade para pelo menos um agente, enquanto 

valores inferiores foram observados no Sul do Brasil, por Paschoal et al. (2020), que 

identificou 22,5% de positividade em cães atendidos em um hospital veterinário.  

As diferenças entre os estudos podem estar relacionadas ao perfil da casuística, à 

intensidade de exposição aos vetores e às particularidades epidemiológicas de cada área. 

Além disso, aspectos metodológicos também devem ser considerados na interpretação 

desses achados, uma vez que a sensibilidade diagnóstica pode variar conforme a 

abordagem molecular adotada, bem como de acordo com os genes-alvo e os primers 

empregados na detecção dos agentes (Rucksaken et al., 2019). Assim, a dinâmica de 

circulação dos hemoparasitas pode variar de maneira significativa entre diferentes estados 

brasileiros e, inclusive, entre municípios de uma mesma região geográfica. 

Além dos aspectos diagnósticos, a ocorrência de hemoparasitas em cães está 

intimamente relacionada à maior atividade de vetores ixodídeos em ambientes cujas 

condições climáticas tropicais e ecológicas favorecem sua manutenção e dispersão 

(Zemtsova et al., 2016). Somado a isso, projeções climáticas indicam aumento da 

adequabilidade ambiental para carrapatos em áreas do nordeste do Brasil até 2050, 

sugerindo a manutenção ou mesmo a expansão de condições favoráveis à sua ocorrência 

(Sánchez et al., 2023). Tal panorama reforça a importância do monitoramento 

epidemiológico contínuo (Dantas-Torres et al., 2016), uma vez que a persistência e a 

ampliação de áreas adequadas ao vetor podem favorecer a circulação e a transmissão de 

hemoparasitas em populações caninas no estado do Maranhão, com potenciais impactos 

sobre a dinâmica dessas infecções na região.  

Dentre os agentes investigados, E. canis foi o que apresentou maior taxa de 

detecção, representando 23% das infecções identificadas. Esse resultado é consistente 

com outras pesquisas, que demonstraram o predomínio de infecções por E. canis, 

indicando esse agente como um dos principais hemoparasitas em cães (Guedes et al., 

2015; Guimarães et al., 2021; Rotondano et al., 2015; Pereira et al., 2023 ). Embora não 

possa ser elucidado com os dados desta pesquisa, esse padrão pode estar relacionado à 

elevada e já comprovada competência vetorial de populações de Rhipicephalus 
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sanguineus, bem como à ampla distribuição geográfica de E. canis e à sua capacidade de 

persistir em cães, frequentemente em estados de portador assintomático ou crônico, o que 

pode contribuir para a manutenção da transmissão entre hospedeiros (Fourie et al., 2013; 

Hess et al., 2006; Ribeiro et al., 2017) . Em conjunto, esses fatores podem favorecer a 

manutenção e a circulação de E. canis, contribuindo para a maior frequência observada 

na região estudada. 

Em contraste com os demais agentes investigados, Hepatozoon spp. apresentou a 

menor taxa de detecção. O baixo percentual, em comparação com os demais 

hemoparasitas investigados, pode estar relacionado a diferenças no modo de transmissão 

e na dinâmica epidemiológica desse protozoário. Enquanto E. canis, A. platys e Babesia 

spp. são transmitidos principalmente pela inoculação durante a hematofagia do carrapato, 

a infecção por Hepatozoon spp. ocorre de acordo com Osathanon et al., (2025) e Baneth 

et al. (2022), geralmente, pela ingestão do carrapato infectado pelo hospedeiro 

vertebrado, tornando assim o processo de transmissão menos frequente.  

Com relação às taxas de infecção (positivo para pelo menos um agente) e o sexo, 

observou-se frequências semelhantes, sendo 57,1% (64/112) nas fêmeas e 53,4% (47/88) 

nos machos. A infecção por E. canis foi a mais frequente entre ambos os grupos (Figura 

1), não sendo observada associação estatisticamente significativa entre essas variáveis e 

a positividade para os hemoparasitas.   

Figura 1. Frequência absoluta de cães positivos para hemoparasitas, estratificada por 

sexo, em cães de São Luís, MA  
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Com relação à idade, cães com mais de cinco anos concentraram o maior número 

de detecções de hemoparasitas (Tabela 2). E. canis foi o patógeno mais frequentemente 

detectado em todas as faixas etárias, com proporções relativamente semelhantes entre os 

grupos. Observou-se ainda tendência de aumento proporcional de A. platys nas faixas 

etárias mais avançadas, com maior proporção em cães com mais de cinco anos. Em 

contrapartida, Babesia spp. apresentou maior proporção em cães mais jovens, com 

redução nas faixas etárias subsequentes. Hepatozoon spp., por sua vez, foi o hemoparasita 

menos frequente em todas as idades avaliadas. No entanto, não foi observada associação 

estatisticamente significativa entre faixa etária e positividade. 

Tabela 2. Frequência de detecção de hemoparasitas por faixa etária em cães de São Luís, 

MA, determinada por métodos moleculares (qPCR multiplex e PCR convencional). 

  Faixa etária 

Hemoparasitas  ≤1,5 anos 

n = 24 
 

>1,5–5 anos 

n = 24 

>5 anos 
n = 63 

P value 

Ehrlichia canis  11 (45.8) 9 (37.5) 26 (41.3)  

0.347 

 

Anaplasma platys  3 (12.5) 8 (33.3) 22 (34.9) 

Babesia spp.  7 (29.2) 6 (25.0) 13 (20.6) 

Hepatozoon spp.  3 (12.5) 1 (4.2) 2 (3.2)  

            

n = animais positivos na faixa etária da coluna; Valores entre parênteses indicam % na coluna; Nível de 

significância p<0,05.  

 

A positividade para hemoparasitas em cães pode estar associada à idade e ao sexo, 

no entanto, essa relação nem sempre é consistente, uma vez que muitos estudos não 

identificam diferenças significativas, e os achados podem variar de acordo com a região 

e o desenho amostral (Maurya et al., 2025; Paschoal et al., 2020). Observa-se, contudo, 

uma tendência de maiores taxas em cães adultos e idosos, o que sugere que a maior 

frequência nesses grupos pode estar relacionada segundo Ebani et al. (2019) e Sainz et 

al. (2015) à exposição cumulativa aos vetores ao longo da vida, aumentando a 

probabilidade de infecção com o avanço da idade.  

Entre as amostras positivas (n = 78), 32 (41%) apresentaram coinfecções. A 

combinação mais frequente ocorreu entre A. platys e E. canis, correspondendo a 10% 

(20/200) do total de cães avaliados, seguida por 4,5% (9/200) para coinfecção por E. canis 
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e Babesia spp. As demais combinações ocorreram em menor frequência, incluindo 0,5% 

(1/200) para A. platys e Babesia spp., 0,5% (1/200) para E. canis e Hepatozoon spp. e 

0,5% (1/200) para infecção tripla envolvendo A. platys, E. canis e Babesia spp. (Figura 

2).  

Figura 2. Padrões de infecção e coinfecção por hemoparasitas em cães de São Luís, MA, 

visualização em UpSet plot. 

 

 

No contexto das infecções simultâneas, estudos moleculares realizados em 

diferentes países demonstram que coinfecções são comuns em áreas endêmicas para 

carrapatos (Cardoso et al., 2016; Checa et al., 2024). Nessa perspectiva, Chamsai et al. 

(2024) e Balmori de la Puente et al. (2024) sugerem que a elevada frequência de 

coinfecções pode estar relacionada à estreita associação com o vetor R. sanguineus, cuja 

capacidade de abrigar e transmitir múltiplos patógenos favorece, ao mesmo tempo, maior 

ocorrência de coinfecções em populações caninas.  

O agente E. canis esteve presente na maioria das coinfecções observadas, 

reforçando o importante papel deste agente na epidemiologia das hemoparasitoses no 

local de estudo. Em contraste, a participação de Hepatozoon spp. nas coinfecções foi 

substancialmente inferior, diferindo do observado em estudos realizados no Nordeste 

brasileiro, como o de Araújo et al. (2025), no Rio Grande do Norte, onde esse agente 
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apresentou envolvimento mais expressivo em associações com outros hemoparasitas. 

Essa divergência sugere que o papel de Hepatozoon spp. nas coinfecções pode variar entre 

localidades da mesma região geográfica, possivelmente em função de diferenças 

ecológicas, epidemiológicas e na dinâmica de transmissão.  

Ressalta-se que, até o momento, não há publicações na Ilha do Maranhão que 

tenham investigado, por técnicas moleculares, a ocorrência de Hepatozoon spp. em cães, 

inclusive em associação com outros hemoparasitas. Nesse contexto, esse achado é 

relevante por acrescentar dados sobre a circulação desse agente e sua participação em 

coinfecções, contribuindo para o direcionamento da suspeita clínica e para sua inclusão 

no diagnóstico diferencial, particularmente em áreas endêmicas para infecções 

transmitidas por carrapatos. 

As coinfecções por hemoparasitas podem exercer importante impacto na evolução 

das enfermidades, contribuindo para o agravamento dos quadros clínicos e laboratoriais 

em cães infectados (Boonhoh et al., 2023). Estudos anteriores reforçam essa relação, uma 

vez que infecções simultâneas têm sido associadas a maior severidade da doença, como 

observado por Rawangchue e Sungpradit (2020) em cães coinfectados por Babesia spp. 

e Ehrlichia spp., e por Bonilla-Aldana et al. (2022), que relataram agravamento de 

parâmetros hematológicos, incluindo trombocitopenia, neutropenia e pancitopenia. Nesse 

contexto, embora não tenha sido realizada avaliação clínica dos animais neste estudo, a 

elevada frequência de coinfecções observada sugere relevância desses achados na prática 

veterinária, reforçando a importância da investigação simultânea de diferentes 

hemoparasitas, uma vez que o reconhecimento dessas associações pode impactar 

diretamente a conduta terapêutica, a necessidade de suporte intensivo e o monitoramento 

laboratorial dos animais. 

Os resultados de BLASTn confirmaram que as sequências obtidas neste estudo 

correspondem a B. vogeli, A. platys, E. canis e H. canis, com elevados percentuais de 

homologia com sequências previamente depositadas no banco de dados genético, 

corroborando a identidade molecular dos hemoparasitas detectados nas amostras 

analisadas, e alta especificidade dos testes empregados (Tabela 3). 

Para Babesia spp., todas as sequências apresentaram identidade de 100% com B. 

vogeli, incluindo isolados de cães no Brasil e em outros países, além de elevada 

similaridade com sequências provenientes de felinos. 

As sequências de Anaplasma spp. demonstraram identidade de 100% com A. 

platys, corroborando sua ampla distribuição geográfica e diversidade de hospedeiros. Para 
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Ehrlichia spp., as amostras apresentaram alta similaridade com E. canis, incluindo 

isolados previamente descritos em cães, hospedeiros silvestres e carrapatos, tanto no 

Brasil quanto em outros países. 

Em relação a Hepatozoon spp., as sequências obtidas apresentaram elevada 

similaridade com H. canis, com identidade variando entre 98,53% a 99,63%, quando 

comparadas a isolados descritos em diferentes regiões geográficas. 

Tabela 3. Identidade de sequências de Anaplasma spp., Babesia spp., Ehrlichia spp. e 

Hepatozoon spp. obtidas neste estudo, com base em alinhamento com sequências do 

GenBank. 

Análise do BLASTn - gene 18S rRNA de Babesia spp. 

ID  

animal 
Identidade Hospedeiro/Local 

E-value/ 

Query 

Coverage 

Número de 

acesso 

(Genbank) 

C29 

C63 

C64 

C79 

C98 

C163 

Babesia vogeli/ 100% Cão/Brasil (DF) 0.0/100% MZ594998.1 

Babesia sp./ 100% 
Gato/Brasil 

(centroeste) 
0.0/100% KP410275.1 

Babesia vogeli / 100% 
Gato/Brasil 

(sudeste) 
0.0/100% OM069368.1 

Babesia vogeli/ 100% Cão/Brasil (RJ) 0.0/100% MN823188.1 

Babesia sp./ 100% 
Cão/Brasil 

(Pantanal) 
0.0/100% KY450735.1 

Babesia vogeli/100% Cão/Brasil (MG) 0.0/100% AY371194.1 

Babesia vogeli/100% Cão/Brasil (Pará) 0.0/100% KT333456   

Babesia vogeli/100% 
Cão/Costa do 

Marfim 
0.0/100% MK495836.1 

Babesia vogeli/100% Gato /Tailândia 0.0/100% 
MW377730.

1 

Babesia vogeli/100% Cão/Japão 0.0/100% AB083374.1 

Babesia vogeli/100% Cão/Paraguai 0.0/100% MH100720.1 

Babesia vogeli/100% Cão/Índia 0.0/100%  PP859284.1 

Babesia vogeli/100% Cão /China 0.0/100% MG586235.1 

Babesia vogeli/99,87% Gato/Brasil 0.0/98% ON227489.1 

Análise do BLASTn - gene 16S rRNA de Anaplasma spp. 

ID  

animal Identidade Hospedeiro/Local 

E-value/ 

Query 

Coverage 

Número de 

acesso 

(Genbank) 

C38 

C99 

Anaplasma platys /100% Bovino/Quênia 0.0/100% PV133725.1 

Anaplasma platys /100% Cão/India 0.0/100% KT982643.1 

Anaplasma platys /100% Cão/Filipinas 
0.0/100% 

KX447504.1 
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C154 

C161 

C196 

C197 

Anaplasma platys /100% 

Rhipicephalus 

sanguineus 

/Taiwan 

0.0/100% 

 OK560288.1 

Anaplasma platys /100% Cão/Croácia 0.0/100% KY114935.1 

Anaplasma platys /100% Cão/Zâmbia 0.0/100% LC269822.1 

Anaplasma platys /100% Cão/Tailandia 
0.0/100% 

EF139459.1 

Anaplasma platys /100% Cão/Cuba 0.0/100% KX792089.2 

Análise do BLASTn - gene DSB de Ehrlichia spp. 

ID 

animal Identidade Hospedeiro/Local 

E-value/ 

Query 

Coverage 

Número de 

acesso 

(Genbank) 

C11 

C40 

C50 

C93 

C197 

 

Ehrlichia canis /99.64% Cão/Brasil (NAT) 2e-137/100% MG772657.1 

Ehrlichia canis /100% Rhipicephalus 

sanguineus/Brasil 

(MT) 

1e-135 /98% KP167596.1 

Ehrlichia canis /99.27% Cão/Argentina 1e-135/100% AF403710.1 

Ehrlichia canis /99.27% 

Tamanduá-

bandeira/ Brasil 

(SP) 

 

1e-135/100% 

 

MT212420.1 

Ehrlichia canis /99.27% 

Rhipicephalus 

sanguineus/ 

Colômbia 

1e-135/100% OR269931.1 

Análise do BLASTn -gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. 

ID 

anim

al 

Identidade Hospedeiro/Local 

E-value/ 

Query 

Coverage 

Número de 

acesso 

(Genbank) 

C23 

C54 

C121 

C129 

C156 

C174 

Hepatozoon canis/99,63% Cão/Paquistão 3e-116/ 100% MG209581.1 

Hepatozoon canis/99,63% Cão/ Índia 3e-116/ 100% KU527127.1 

Hepatozoon canis/99,63% Cão/Tailândia 
 

3e-116/ 100% 

 

MK830996.1 

Hepatozoon canis/98,53% Cão/Malta 
 

3e-116/ 100% 

 

KX069244.1 

Hepatozoon canis/99,26% Cão/Nigéria 
 

3e-116/ 100% 

 

JQ976624.1 

 

 

Hepatozoon canis/99,26% Cão/Gana 
 

3e-116/ 100% 

 

PV125703.1 

 

    

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG209581.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UCJH7U1A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK830996.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UETAKBH7016
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NAT: Natal; MT: Mato Grosso; SP: São Paulo; MS: Mato Grosso do Sul; RO: Rondônia; PA: Pará. 

GenBank: banco de dados público de sequências genéticas do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). 

 

Os resultados do sequenciamento são consistentes com estudos prévios que 

também relataram a ocorrência dessas espécies de hemoparasitas em cães (Adao et al., 

2017; Araújo et al., 2025; Ahmad et al., 2018; Camilo et al., 2021; Lauzi et al., 2016). 

Nesse sentido, a identificação molecular em nível de espécie fornece informações 

essenciais para a detecção dos agentes, permitindo uma interpretação mais precisa do 

potencial impacto clínico dessas infecções. Esses achados reforçam a importância da 

caracterização molecular como ferramenta complementar ao diagnóstico, contribuindo 

para uma abordagem mais acurada no manejo de hemoparasitoses em áreas endêmicas. 

Entre esses agentes, E. canis se destaca como a espécie de maior relevância 

veterinária, estando associada a diferentes formas clínicas, que variam de infecções 

subclínicas a quadros mais graves e potencialmente fatais, frequentemente acompanhados 

por alterações hematológicas significativas (Espino-Solís et al., 2023; Ferrolho et al., 

2025). 

Por outro lado, A. platys e H. canis podem estar associadas a infecções de curso 

discreto ou subclínico, com baixa expressão clínica em parte dos casos, o que pode 

favorecer sua manutenção silenciosa em populações caninas (Selim et al., 2021; 

Venugopal et al., 2025; Oliveira et al., 2021). Da mesma forma, B. vogeli é 

frequentemente associada a quadros de menor gravidade clínica, podendo inclusive 

ocorrer de forma subclínica, embora alterações hematológicas, como anemia e 

trombocitopenia, também possam ser observadas (Penzhorn, 2020; Selim et al., 2022).  

Desse modo, este estudo traz contribuições relevantes para a compreensão da 

ocorrência de agentes infecciosos transmitidos por carrapatos em cães. Embora os 

gêneros Ehrlichia, Anaplasma, Babesia e Hepatozoon sejam frequentes em infecções 

caninas, ainda são pouco investigados por técnicas moleculares em algumas regiões do 

país. Nesse sentido, este trabalho representa o primeiro estudo realizado em São Luís a 

empregar métodos de detecção molecular e a analisar coinfecções entre esses agentes, 

gerando informações importantes para o entendimento da cadeia epidemiológica e para o 

acompanhamento clínico, tratamento e controle de agentes patogênicos. 

Especificamente na Ilha de São Luís (MA), os achados também se destacam por 

confirmar, por meio de sequenciamento, a presença de diferentes espécies de 

hemoparasitos em cães, inclusive em casos de coinfecção. Esses dados apresentam 
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relevância epidemiológica por evidenciar a circulação local desses patógenos, contribuir 

para sua caracterização genética na região e auxiliar na vigilância e na detecção de 

possíveis espécies emergentes. 

 

6 CONCLUSÕES 

A investigação molecular realizada evidenciou a elevada circulação de 

hemoparasitas transmitidos por carrapatos em cães atendidos no Hospital Veterinário da 

Universidade Estadual do Maranhão, em São Luís, com predominância de E. canis, 

seguida por A. platys, Babesia spp. e Hepatozoon spp. A ocorrência de coinfecções, 

principalmente entre A. platys e E. canis, reforça a complexidade epidemiológica dessas 

infecções. A confirmação molecular de E. canis, A. platys, B. vogeli e H. canis contribui 

para a atualização do panorama epidemiológico das hemoparasitoses caninas na região, 

destacando a importância do diagnóstico molecular e do controle de vetores para a 

prevenção dessas enfermidades. 
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ANEXO A. Parecer de aprovação da Comissão de Ética e Experimentação Animal 

(CEEA) da UEMA. 
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