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Acompanhamento clinico e laboratorial de equinos naturalmente infectados por Anaplasma
phagocytophilum*
Clinical and laboratory follow up of Anaplasma phagocytophilum naturally infected equines
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Resumo: O presente trabalho identificou as principais alteragdes clinicas e laboratoriais de equinos
naturalmente infectados por Anaplasma phagocytophilum e tratado utilizando-se oxitetraciclina de longa
acdo como Unico medicamento, num total de cinco aplicagbes. Foram avaliados seis equinos com infeccdo
natural pelo agente Anaplasma phagocytophilum apresentando sintomatologia clinica e com diagndstico
definitivo realizado por meio de exame direto de esfregaco sanguineo e PCR. Os animais apresentaram
alteracdes nos valores hematimétricos e bioquimicos antes do tratamento, compativeis com infecdes de
carater agudo. Ao longo do tratamento observou-se melhora clinica e retorno aos valores de referéncia para a
maioria dos parametros avaliados. Os animais com infec¢do aguda diagnosticada pela presenca de inclusdo
intracitoplasmatica ou PCR apresentaram hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e diminuicdo nas
concentracBes de ALT e AST no momento do diagndstico retornando aos valores de referéncia apés o
tratamento. A utilizacdo de oxitetraciclina de longa acdo em equinos deve ser realizada com muita cautela
devido aos riscos de miosite e diarreias e se faz necessario o acompanhamento laboratorial, do perfil
bioguimico destes animais, a fim de se evitar quaisquer problemas ao longo do tratamento.
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Abstract: This study identified the main clinical and laboratorial alterations of Anaplasma
phagocytophilum naturally infected horses that were treated using oxytetracycline as the only medicine,
totalizing 5 treatments. It was evaluated six horses presenting clinical symptoms with a definitive diagnostic
by direct observation of blood smears or PCR. All he animals showed alterations on hematology and serum
biochemistry, compatible to an acute infection. During the treatment, it was seen that the values of almost all
the evaluated parameters returned to normal. Animals diagnosed with acute infection presented
hypoalbuminemia, hyperglobulinemia and diminished values of ALT and AST. The use of oxytetracycline in
equines must be done with caution due to the risk of myositis and diarrhea and is necessary the biochemistry
profile follow up to avoid any problems during the treatment.
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Introducéo

A Anaplasmose Granulocitica Equina é
causada por uma bactéria intracelular obrigatoria,
Gram-negativa, membro da familia
Anaplasmataceae incluida na ordem das
Rickettsiales (Mezerville e Padilla—Cuadra, 2007).
Baseados em andlises no RNA ribossémico 16S e
no gene groESL, na presenca de antigenos e
caracteristicas biolégicas comuns, o agente da
Erliquiose  Granulocitica Humana (EGH),
Ehrlichia equi, agente da Erliquiose Granulocitica
Equina (EGE), e Ehrlichia phagocytophila, agente
da Febre do Carrapato em ruminantes, foram
reagrupadas em uma Unica espécie: Anaplasma
phagocytophilum (Dumler et al., 2001; von
Loewenich et al.,, 2003). A bactéria infecta
leucdcitos polimorfonucleares do hospedeiro,
principalmente os neutrofilos (Carlyon e Fikring,
2003).

A anaplasmose granulocitica equina
(AGE) é caracterizada por sinais clinicos de
hipertermia, anorexia, depressdao, edema de
membros, ataxia e baixa mortalidade. Corpusculos
de inclusio em neutréfilos, leucopenia,
trombocitopenia e anemia leve sdo as alteracGes
hematoldgicas mais relatadas (Gribble, 1969;
Salvagni et al., 2010). Aguero-Rosenfeld (2002),
ao trabalhar com seres humanos observou que a
doenca pode levar a aumento de enzimas
hepaticas, principalmente AST e ALT. Lepidi et
al., (2000), ao avaliarem histologicamente 6rgaos
de seis equinos infectados experimentalmente,
puderam observar presenca de inflamagéo em tais
orgdos, principalmente no figado, baco e vasos
sanguineos. Os autores sugerem que a alteragdo

encontrada no figado possa levar ao aumento

sérico das enzimas hepéticas. No Brasil, por se
tratar de uma doenga emergente, pouco se sabe
sobre sua epidemiologia, fisiopatologia e
transmissao. Ha levantamentos
soroepidemioldgicos nos estados de Minas Gerais
(Gavido Prado et al., 2011), Goids e Distrito
Federal (Salvagni et al., 2010).

Em equinos a doenca é considerada auto
limitante e, normalmente, os animais se
recuperam sem qualquer tipo de sequela ou
necessidade de tratamento (Gribble, 1969;
Salvagni et al., 2010). O diagnoéstico da AGE é
realizado por meio dos sinais clinicos e presenca
de inclusGes intracitoplasmaticas em granulécitos,
principalmente neutréfilos (Stannard et al., 1969;
de La Fuente et al., 2005; Salvagni et al., 2010).

A AGE ainda é uma doenca sub
diagnosticada em todo o territorio brasileiro.
Ainda ndo se sabe qual impacto econdmico e de
salide publica e por se tratar de uma doenca de
carater zoon6tico, o conhecimento sobre seu ciclo
na natureza e nos animais domésticos é
importante para que se evite a infeccdo de seres
humanos e suas consequéncias.

O presente trabalho tem por objetivo
demonstrar as alteragdes clinicas e laboratoriais de
equinos naturalmente infectados por Anaplasma
phagocytophilum e  tratados  utilizando-se
oxitetraciclina de longa agdo como Unico
medicamento.

Material e métodos

O experimento foi conduzido de acordo
com 0s conceitos e preceitos éticos, apos
aprovacdo no CEUA UFMG sob protocolo n°
167/2013. Foram atendidos seis casos de

anaplasmose granulocitica equina na Clinica
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Meédica de Equideos do HV-EV/UFMG entre os
anos de 2010 e 2013. Todos os casos foram
encaminhados ao HV devido a queixas diferentes
a AGE. Durante a internacdo dos animais, sinais
clinicos caracteristicos da afeccdo foram
observados, tais como: anorexia, hipertermia,
trombocitopenia e anemia. Avaliacdo da capa
leucocitaria, bem como dos perfis hematol6gicos
e bioquimicos dos animais foram realizados para
se chegar ao diagnostico definitivo. Todos os
animais foram positivos ao exame de capa
leucocitaria, mas apenas um foi positivo para a
PCR. As coletas de sangue foram realizadas no
dia do diagnostico e a cada 48-72 horas apds o
inicio do tratamento. O tratamento realizado foi a
base de oxitetraciclina de longa acdo administrada
por via intramuscular com intervalos de 72 horas
entre as trés primeiras aplicacdes e de 96 horas
entre as duas Ultimas, totalizando cinco aplicac6es
do medicamento.

A coleta do sangue foi realizada através de
venopuncdo da jugular externa, apds contencdo
dos animais em tronco e antissepsia do local,
utilizando algoddo embebido em 4alcool 70%.
Foram coletados dois tubos a vacuo, sendo um
deles sem anticoagulante e outro contendo &cido
etilenodiamonio tetra-acético (EDTA).

No mesmo dia da coleta de sangue, a partir do
tubo com EDTA, foram confeccionados, em
duplicata, esfregacos sanguineos, corados pelo
método de Romanowsky®, para exame celular
diferencial. Com o auxilio de uma centrifuga de
microhematdcrito® foram preparados microtubos
utilizados para a determinacdo do hematdcrito,
das proteinas plasmaticas totais, do fibrinogénio e

para a confecgdo de esfregagos com a capa de

® Panético para coloragdes de esfregaco — Laborclin — Pinhais, Brasil
® H-240 - Centribio

leucécitos, também em duplicata. A hematimetria
foi determinada em contador automatico de
células’, através do método de impedancia. Os
esfregacos sanguineos e de capa leucocitaria
foram confeccionados de acordo com a técnica
descrita por Cowell e Tyler (2002) e secos a
temperatura ambiente.

A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada em microscépio Optico e sob imersao.
Foram contados 100 leucdcitos ao longo do corpo
do esfregaco sanguineo. Apds a obtencdo dos
valores relativos, foram calculados os valores
absolutos.

Para determinagdo do fibrinogénio
utilizou-se a técnica descrita por Kaneko et al.
(2008) e realizadas duas leituras, através de
refratometria, do plasma. A primeira, logo apds
centrifugacdo do tubo capilar e a segunda apos
aquecimento do tubo capilar a 56° C por trés
minutos e nova centrifugacdo. O wvalor do
fibrinogénio foi obtido pela diferenga entre as
duas leituras.

O restante do sangue total foi aliquotado
em tubos plasticos conicos de 0,5 ml e
armazenados em freezer a temperatura de -20°C
para posterior andlise da presenca do A.
phagocytophilum, por meio da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR).

Apo6s a retragdo do coagulo, o tubo sem
anticoagulante foi centrifugado® a 3000 rotages
por minuto (rpm) (1106,82 x @), durante cinco
minutos, e o soro obtido foi congelado a -20°C,
em pelo menos seis aliquotas de 0,5 ml.

O soro foi analisado em aparelho

semiautomatico de bioquimica sanguinea®, com

7 Abacus Junior Vet — Hematology Analyser, Diatron — S3o Paulo,
Brasil
® Excelsa Baby — Fanem Ltda — Sdo Paulo, Brasil
9 . . sae
Analisador Semi automatico
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kits  especificos’®. As analises realizadas
constaram do perfil renal (uréia e creatinina) e
hepatico (Gama glutamiltransferase [GGT],
Aspartato  aminotransferase [AST], Alanina
aminotransferase [ALT], Fosfatase alcalina [FA],
albumina e proteinas totais). As Iaminas de
esfregaco de capa leucocitaria foram analisadas
em microscopia Optica, em aumento de 1000
vezes e em objetiva de imersdo para procura de
inclusdes intracitoplasmaticas de A
phagocytophilum em neutréfilos. A leitura foi
feita em toda a extensdo do esfregaco, totalizando
a contagem de 100 neutréfilos. Foi considerado
positivo o animal que apresentasse inclusdes
intracitoplasmaticas,  independentemente  do
percentual de células infectadas.

Para realizacdo da PCR foram utilizadas
as amostras de sangue total, aliquotadas e
congeladas em freezer a -20°. A extracdo de DNA
das amostras foi realizada com o kit Wizard®
Genomic DNA Purification™, de acordo com o
recomendado pelo fabricante para extracdo de
amostras de 300 L.
Para amplificacdo do DNA extraido das amostras
foi utilizado a técnica de nested PCR, com o
objetivo de aumentar a sensibilidade do teste. Esta
técnica se baseia em submeter as amostras a duas
reacoes de amplificacdo do alvo desejado.
Durante a primeira reacao ha amplificacdo do alvo
contendo maior nimero de pares de base e na
segunda ha amplificagdo de uma parte especifica
de pares de base contidos dentro do que foi

amplificado na primeira reacao.

1% Bioclin — Quibisa Quimica Basica — Belo Horizonte, Brasil
11 .
Promega Corporation — USA

Os produtos obtidos apds a segunda
reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% em tampdo TAE (0,5 X). Foram
aplicados 5uL dos produtos, juntamente com 1L
do corante gel red*® (1ul/10pl de TAE 0,5X) em
cada canaleta do gel. Como padrdo foi utilizado
1Kb Ladder Plus*. Apés aplicacdo dos produtos e
padrdo, o gel foi submetido a um campo elétrico
de 100V, por aproximadamente 25 minutos e,
entdo, observado em lampada de UV. Observou-
se a formacdo de banda nas canaletas das amostras
e comparou-se com as bandas formadas pelo
padrdo e pela amostra positiva. Além disso,
observou-se se houve formacdo de bandas nos
brancos, tanto da primeira quanto da segunda
reacio a fim de se descartar possiveis

contaminacdes durante o processo.

Resultados

Os equideos atendidos no HV-EV/UFMG
apresentaram alteracdes hematolégicas
caracterizadas por leucocitose com neutrofilia e
desvio a esquerda (aumento no valor de
bastonetes relativos) apenas na terceira coleta. Os
valores médios dos perfis hematoldgicos e
bioquimicos estdo apresentados nas Tabelas 1.,

Tabelas. 2 e Tab. 3.
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Tabela 1: Perfil hematoldgico dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 2013 apresentando AGE,

com diagnostico através de capa leucocitaria ou PCR

Coleta 1 Diagnéstico  Coleta 2 48-72h apds Coleta 3
Parametro avaliado inicio do tratamento 96-144h apos inicio
do tratamento

Eritrdcitos (x10%pl) 7,58 6,93 7,34
Hematdécrito (%) 29,83 29,25 30,33
Hemoglobina (g/dl) 10,41 10,3 10,6

VCM (fl) 39,93 44,23 41,95

HCM (pg) 14,21 15,81 15,04
CHCM (g/dl) 35,43 36,15 35,88
Plaguetas (x10%/ul) 108,80 135,50 190,00

Valores de referéncia: Hematocrito: 24-44; Hemoglobina: 8-14; Eritrécitos: 5,5-9,5; Volume glogular médio (VGM):
37-58,5; Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular Média (HCM):
12,3-19,7; Plaquetas: 120-256 x10%/pl. Fonte: Jain (1993); Oliveira (2007).

A biogquimica, no momento do

diagnostico, foram observados:
hiperfibrinogenemia, hipoalbuminemia,
diminuicdo sérica da AST e aumento da ALT e
GGT. O hematécrito dos animais mesmo dentro
dos valores de referéncia esta baixo. Isso se deve
ao fato de os animais apresentarem, além da AGE,
outras afeccdes (doenca neuroldgica, diarreia,
politraumatismo, flebite de jugular e afeccdo do
trato reprodutivo) que podem levar a queda do
hematdcrito devido a diversas causas. Além disso,
dentre os animais atendidos, estdo animais
pertencentes ao Projeto Carroceiros, animais estes
gue recebem alimentacdo muitas vezes deficiente
gue pode levar a diminuicdo do numero de
eritrocitos e também do hematdcrito. Um animal

apresentou anemia normocitica normocrémica. Os

valores de eritrécito e de hematocrito voltaram
aos valores de normalidade apds a instituicdo do
tratamento com oxitetraciclina longa acdo (dose
15mg/kg, IM,

intervaladas de 48h entre a primeira e a segunda

durante cinco  aplicacBes
aplicagdes e 72h nas demais aplicagdes).

Os animais apresentaram
trombocitopenia, no momento do diagndstico,
com retorno aos valores de referéncia 48-72 horas
apos instituicdo do tratamento. Em dois animais
observou-se trombocitopenia grave durante a
internacdo (15000 e 43000 células/ul). Ambos
apresentaram melhora do numero de plaquetas
apos o inicio do tratamento. Um deles, mesmo
com tratamento, foi a Obito devido a afeccdo

priméria (quadro neurolégico).

Tabela 2: Perfil leucocitario dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 2013 apresentando AGE,

com diagndstico através de capa leucocitaria ou PCR

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Parametro avaliado Diagndstico 48-72h ap6s 96-144h apos
inicio do inicio do
tratamento tratamento

Leucdcitos (células/pl) 11993,33 12605,00 16166,66
Bastonete absoluto (células/ul) 84,25 433,50 1773,33
Segmentado absoluto (células/pl) 9193,00 7507,75 10096,96
Linfécito absoluto (células/ul) 2455,91 3577,45 3359,33
Mondcito absoluto (células/ul) 259,75 709,00 926,66
Basdfilo absoluto (células/pl) 0 97,06 0
Eosinofilo absoluto (células/ul) 0 609,00 1152,00
Relacao Neutrofilo:Linfécito 3,71 2,09 3,01

Valores de referéncia (Jain, 1993): Leucécitos Totais: 5200-13900 cels/pl; Basofilo absoluto: 0-290 cels/pl; Eosindfilo
absoluto: 100-1000 cels/ul; Neutrofilo absoluto: 2200-8500 cels/pl; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/ul; Linfocito
absoluto: 1500-7000 cels/ul; Mondcito absoluto: 0-1000 cels/ul; Relagdo Neutréfilo:Linfocito: 1:2 —1:3
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Observou-se leucocitose apenas na
terceira coleta, embora o0 aumento tenha sido
evidenciado a partir da segunda coleta. De forma
similar a contagem de bastonetes, tanto relativo
guanto absoluto, acompanhou o aumento dos
leucdcitos. Provavelmente, a causa deste aumento
é a afeccdo primaria dos animais. Um animal
havia sofrido politraumatismo e apresentava
feridas infeccionadas em trés regiGes do corpo;
outro animal foi encaminhado devido a
sintomatologia  neurol6gica; dois  animais
apresentavam diarreia; um animal flebite de
jugular grave e o ultimo animal problemas
reprodutivos.

A presenga de formas jovens de neutrdéfilo
indica que 0s animais  apresentavam
responsividade ao insulto e ndo havia alteracdo na
granulocitopoiese. O aumento do numero de

neutréfilos observado explica o aumento na

relacdo neutrofilo:linfocito pois esta aumenta
principalmente em casos de infec¢bes agudas que
leva ao aumento de neutréfilos observado (Trhall
et al., 2006).

As alteracbes observadas no perfil
bioquimico destes animais sdo compativeis
a animais que apresentam  alteragOes,
provavelmente, de carater infeccioso e agudo. O
aumento das globulinas é um bom indicador de
infeccdo, pois ha aumento dos valores enquanto o
organismo se mobiliza para conter o agente e uma
das formas é pela producéo de imunoglobulinas. E
dificil afirmar que a maior producao de globulinas
apresentadas pelos animais seja devido a AGE,
mas pode-se afirmar que a afeccdo contribuiu para
esse aumento. Apesar do aumento, os valores da
relacdo albumina:globulina se mantiveram dentro

dos valores de referéncia.

Tabela 3: Perfil bioguimico dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 2013 apresentando
AGE, com diagnostico através de capa leucocitaria ou PCR

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Parametro avaliado Diagndstico 48-72h apos iniciodo  96-144 apds inicio
tratamento do tratamento
Proteina total (mg/dl) 6,68 7,13 7,60
Fibrinogénio (g/dl) 500,00 400,00 466,66
Albumina (mg/dl) 2,11 2,41 2,30
Globulina (mg/dl) 3,90 4,41 5,70
Relacéo albumina:globulina 0,58 0,58 0,40
AST (U/L) 203,82 271,76 121,00
ALT (U/L) 35,05 32,88 41,00
GGT (U/L) 34,71 10,77 17,00
FA (U/L) 251,26 167,82 134,00
Ureia (mg/dl) 33,66 32,94 33,00
Creatinina (mg/dl) 1,40 1,12 0,7

Valores de referéncia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997): Uréia:21,4-51,5 mg/dl; Creatinina: 0,9-2,0 mg/dl; GGT: 4-13,4 Ul/I;
AST: 226-366 Ul/l; ALT: 3-23 UI/l); FA: 86-295 UI/I; Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteinas totais: 5,2-7,9 mg/dl; Fibrinogénio: 200-

400g/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 0,62-1,46.

A alteracdo das concentragOes séricas das
enzimas hepéaticas demonstra que em algum
momento, no decorrer da internacdo e/ou da
infeccdo, os animais apresentaram certo grau de

lesdo hepética. Sabe-se que o A. phagocytophilum

leva a lesdo hepatica e consequentemente ao
aumento de suas enzimas, principalmente ALT e
AST (Lepidi et al.,, 2000), mas também as
afeccbes primarias, lesbes musculares decorrente
de dectbito prolongado ou aplicacGes
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medicamentosas podem ter sido responsaveis
pelas alteragbes das enzimas hepéticas
encontradas.

Todos 0s  animais  apresentaram
sintomatologia clinica de AGE e presenca de
inclusBes intracitoplasmaticas ap6s a internacao
por outras causas. Morbidades e internacdo sdo
fatores de estresse, principalmente para equinos
que costumam apresentar infecgdes secundarias
ou reagudizacdo de infeccBes crbnicas ap0s tais
ocorréncias, tal fato se deve pela imunodepressdo
causada pela maior liberacdo de corticosteroides
endégenos  (Abbas e Lichtman, 2008).
Provavelmente, 0s  pacientes internados
apresentavam
a infeccdo pelo agente, desenvolvendo
sintomatologia clinica apds o desenvolvimento da
afeccdo primaria e internacao.

Conclusdes

Os animais com infeccdo aguda
diagnosticada pela presenca de inclusdo
intracitoplasmatica ou PCR  apresentaram
hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e diminuicdo
nas concentracdes de ALT e AST no momento do
diagnostico retornando aos valores de referéncia
apos o tratamento.

A utilizacdo de oxitetraciclina de longa
acdo em equinos deve ser realizada com muita
cautela devido aos riscos de miosite e diarreias e
se faz necesséario o acompanhamento laboratorial,
do perfil bioguimico destes animais, a fim de se
evitar quaisquer problemas ao longo do
tratamento.
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