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RESUMO

Trabalhos recentes identificaram no estado de Minas Gerais alta prevaléncia de Anaplasma
phagocytophilum, bactéria gram-negativa, intracelular obrigatéria que parasita células
granulociticas em equinos. No Brasil acredita-se que a doenca seja sub diagnosticada devido
aos seus sinais clinicos inespecificos e semelhancas a outras doengas mais comuns que
também afetam o sistema hematopoiético como a Babesiose e Theileriose, o que leva a
existirem poucos relatos da doenca no pais. Objetiva-se com este trabalho realizar um relato
de caso sobre um equino, encaminhado ao Hospital Veterindrio da Universidade Federal de
Uberlandia pela Secretaria Municipal de Agropecudria com sinais compativeis a infeccdo por
Anaplasma phagocytophilum, descrevendo os sinais clinicos, epidemiologia, diagndstico,

tratamento e evolucgdo clinica.

Palavras-chave: Anaplasma phagocytophilum. Equino. Trombocitopenia.



ABSTRACT

Recent studies indentified in the state of Minas Gerais high prevalence of Anaplasma
phagocytophilum, gram-positive, obligatory intracellular bacteria which parasites granulocytic
cells in horses. In Brazil believes that the disease is underdiagnosed for having inespecifics
clinic signs and similarities to anothers diseases more common that afect the hematopoietic
system, like Babesiosis and Theileriosis, which leads to few reports of the disease in the
country. The objective of this study is to carry out a case report on an equine, sent to the
Veterinary Hospital of the Federal University of Uberlandia by the Municipal Secretary of
Agriculture with signs compatible with Anaplasma phagocytophilum infection, describing the

clinical signs, epidemiology, diagnosis, treatment and clinical evolution.

Key words: Anaplasma phagocytophilum. Equine. Thrombocytopenia.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Equino SRD com aproximadamente 19 anos de idade. ........cc..cceceenieniiieniinennnen. 16
Figura 2 — Prepticio €demaciado ..........ccceooiieiiiiiiiiiieieecee e 17
LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Sequéncia de HEMOZIamas .........ccccevviiiiiiiiiiiieiiieieeeeeee e 19
Tabela 2. Sequéncia de LeUCOZIAMAS ......cc..eiiuiiiriiiiiiieiriieeeite ettt 20
Tabela 3. BIOQUIMICA SEIICA.......cciiiiiiiiiieiieeiee ettt e eiee et e s sabeesatee s e saaeeens 20

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
ELISA Ensaio de imunoabsorcao enzimatica
PCR Proteina C reativa

SID Uma vez ao dia

BID Duas vezes ao dia

TID Trés vezes ao dia

DU Dose tnica

SRD Sem raca definida

HV Hospital Veterindrio

UFU Universidade Federal de Uberlandia
Bpm Batimentos por minuto

Mpm Movimentos por minuto

UNESP Universidade Estadual Paulista

SC Subcutaneo

M Intramuscular

LABvet Diagndstico e Consultoria Veterinaria

LACvet Laboratorio de Analises Clinicas veterinarias



SUMARIO

LINTRODUGAO ... 7
2 REFERENCIAL TEORICO ... 8
2.1 ANAPLASMOSE GRANULOCITICA EQUINA ......c..ooiimivneeieeeeeeeeeeeee e 8
P B0 I D13 1) 0 3 USRS 8
202 EPIdemiolO@ia ..........oooviiiiiiiiiie et eaaaeenneas 8
2.1.3 Patogenia da dOeNCa .............cc.coiiiiiiiiiiiiiiicee ettt 9
2.1.4 Sinais CHIECOS ......coceoiiiiiiiiiiiite ettt et sttt st e 10
215 DHAGNOSTICO ...ttt ettt et ettt e et e e aaeenbeennnas 11
2.1.6 Diagnosticos diferenciais..............c.occeeriiiiiieiiiiniiiiieeee e 12
2.1.7 TratamEIIto.......c..cooiiiiiiiiiiiieeieee ettt sttt sttt sa e et ettt e 13
2.1.8 Profilaxia € CONLrole...............cooooiiiiiiiiiiii e 15
BRELATO DE CASO......coooieee ettt sttt st 16
ADISCUSSAQ .....oorviriiriiei ettt 21
4.1 Hemogramas € LetucCOZramas ..............ccccooiuiiiiiiiiieniieiieiie ettt e 21
4.2 BioqUIMICA SEIICA .........ocviiieiieiieieee ettt ettt 21
4.3 Reaciao em cadeia da polimerase (PCR).............ccoooiiiiiiiiiiiiiee e 22
4.4 Tratamento e evolugao CHNMICA .............ccooiiiiiiiiiiieee e 22
S CONCLUSAOQ.........coiiiiriiieiieeiie ettt 23

REFERIENCIAS ..o, 24



1 INTRODUCAO

As hemoparasitoses afetam o sistema hematopoiético (EVERTON, 2014) e causam
grandes prejuizos a equideocultura. No Brasil as hemoparasitoses mais comuns em equinos
sdo a babesiose (PARRA, 2009) e a theileriose (EVERTON, 2014), porém outras
hemoparasitoses como a anaplasmose (EVERTON, 2014; PARRA, 2009) podem ser
diagnosticadas.

A anaplasmose granulocitica equina € uma enfermidade sazonal transmitida por
carrapatos, que ocorre mais comumente no outono, € € causada pelo Anaplasma
phagocytophilum (LEWIS, 1976; RIKIHISA, 2011; SELLS et al., 1976; UEHLINGER F. D.;
CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011). E uma bactéria gram-negativa, intracelular
obrigatdria que parasita, neutréfilos e eosinéfilos (LEWIS, 1976; RIKIHISA, 2011; SELLS et
al., 1976; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011), os principais sinais
clinicos dessa enfermidade sdo febre, anorexia, letargia, mucosas pdlidas e edema de
membros (LEWIS, 1976; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SALVAGNI et al., 2010; SISKA
etal.,2013).

O diagnéstico € realizado pela pesquisa de moérulas no esfregaco sanguineo (LEWIS,
1976; MUNDERLOH et al., 2004; PALMER, 1993; PASSAMONTI et al., 2010;
PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SALVAGNI et al., 2010; SELLS et al., 1976; UEHLINGER
F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011), ELISA (PARRA, 2009) e PCR
(MUNDERLOH et al., 2004; PASSAMONTI et al., 2010; PUSTERLA; MADIGAN, 2013;
SISKA et al., 2013; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011). O
tratamento consiste no uso de antibidticos junto a tratamento de suporte, no entanto, quando
sem complicacdes a Anaplasmose € uma doencga de curso rapido, podendo ser auto-limitante
sem necessidade de tratamento (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

Objetiva-se com este trabalho realizar um relato de caso sobre um equino,
encaminhado ao Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Uberlandia pela Secretaria
Municipal de Agropecudria com sinais compativeis a infeccdo por Anaplasma
phagocytophilum, descrevendo os sinais clinicos, epidemiologia, diagnéstico, tratamento e

evolucdo clinica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ANAPLASMOSE GRANULOCITICA EQUINA

2.1.1 Etiologia

Por muito tempo conhecida como Ehrlichia equi (GRIBBLE, 1969) e agora
denominada Anaplasma phagocytophilum (DUMLER et al., 2001) apds a juncdo em uma sé
classe com a Ehrlichia phagocytophilum (ruminantes) por suas semelhangas genotipicas. E
uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatoria, que parasita células granulociticas,
neutroéfilos e eosindfilos (LEWIS, 1976; RIKIHISA, 2011; SELLS et al., 1976; UEHLINGER

F.D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

2.1.2 Epidemiologia

Acredita-se que anaplasmose granulocitica equina seja sub diagnosticada no Brasil, j4
que cavalos esportistas podem ir para regioes onde a doencga € endémica, pois ja se sabe que é
uma enfermidade de distribuicdo mundial, onde a sazonalidade parece interferir no
aparecimento da infecc¢do, estudos mostraram que a maioria dos equinos acometidos pelo A.
phagocytophilum apresentaram sinais clinicos do meio para o fim do outono (DUMLER et
al., 2001; SALVAGNI et al., 2010; SISKA et al., 2013), o que no Brasil corresponde aos
meses de marco a junho. Em Minas Gerais foi realizado um estudo epidemioldgico através do
ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFA), para a procura do Anaplasma phagocytophilum
em duas cidades do estado (Ataléia e Sdo Vicente de Minas) e mais de 76% dos animais se
mostraram positivos ao teste, € na cidade de Belo Horizonte cerca de 53,57% dos animais
foram positivos para a doenga, isso significa que o agente estd presente no estado e um alto
nimero dos equinos se infecta, no entanto, como os sinais clinicos da doenga sao
inespecificos, tal doenga deve ser incluida na lista de diagndsticos diferencias (PRADO et al.,
2016, PRADO, L. G., 2014).

Devido ao seu potencial zoonético (SALEEM et al., 2018b; VIEIRA et al., 2016) essa

doenca se mostra um problema de saide publica, ja4 que em estudo realizado por VIEIRA et



al., (2016), foram encontrados antigenos do patégeno em equinos de carroca que tem contato
intimo com seus proprietdrios de baixa-renda, em cidades do Sul do Brasil.

Supde-se que os vetores do agente da anaplasmose granulocitica equina no Brasil
sejam os carrapatos Amblyomma cajennense, Amblyomma spp, € Dermacentor nitens, pelo
fato desses carrapatos terem sido encontrados em equinos doentes (SALVAGNI et al., 2010;
VIEIRA et al., 2016); na Europa, Asia e América do Norte, 0s carrapatos do género Ixodes,
parecem ser o vetor da doenca (FOLEY et al., 2004; SALEEM et al., 2018a); na Africa
acredita-se que os carrapatos Hyalomma marginatum (MGHIRBI et al., 2012) e
Rhipicephalus sanguineus (GHAFAR; AMER, 2012), possam transmitir a enfermidade.

Experimentalmente cavalos, burros, cabras, ovelhas, cdes, gatos, macacos e babuinos
foram infectados com A. phagocytophilum, e foi observado corpusculo de inclusdo em todos
os animais descritos, assim, conclui-se que esses animais servem como reservatorio da doenca
junto com animais silvestres, aves migratorias também podem levar para novas dareas,
populacdes de carrapatos, porém apenas cavalos e burros apresentaram sinais clinicos da
doenca; carrapatos podem transmitir o agente para todas as espécies relatadas acima, porém a
transmissao transovariana, ou seja, carrapato adulto para ovos, ndo ocorre, entdo, as larvas
precisam do repasto sanguineo junto a animais doentes para serem infectadas e se tornarem
capazes de transmitir a doenca (DUMLER et al., 2001; LEWIS, 1976; RIKIHISA, 2011;
SALEEM et al., 2018; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011). J4 no
vetor, o agente precisa mudar para um proximo estdgio de vida, onde serd capaz de parasitar
um hospedeiro vertebrado que esteja suscetivel a partir de um novo repasto sanguineo

(RIKIHISA, 2011).

2.1.3 Patogenia da doenca

Quando o carrapato se infecta durante o repasto sanguineo, o vetor é capaz de
transmitir a doenca durante todos estdgios de sua vida, desde seu estado larval, até a forma
adulta, porém, a transmissao horizontal e vertical ndo ocorre (RIKIHISA, 2011; SALEEM et
al.,2018a).

Acredita-se que o periodo de incubagdo da doenca quando acontece de forma natural é
de em média 14 dias, ja sua duracdo e prognostico dependerd, por exemplo, da idade e do
estado imunoldgico geral do animal, sabe-se que animais mais jovens (menos de quatro anos),

e que sdo naturais de regides onde a doenca € frequente, apresentam manifestacdes mais
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brandas da doenca, enquanto equinos mais velhos e de regides ndo endémicas apresentam a
enfermidade na sua forma mais grave (MADIGAN, 1993; PLIER et al., 1999; PUSTERLA;
MADIGAN, 2013; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011). Equinos
com histérico de infestagdes de carrapatos também apresentam maiores riscos de adquirir a
doenca do que animais sem este historico (SALEEM et al., 2018b), contudo, em todas as
situagdes sabe-se que Obitos decorrentes da anaplasmose ndo sdo frequentes (PARRA;
FERNANDES, 2009; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

Ap0s o equino se contaminar, a bactéria penetra nas células alvo e se multiplica por
divis@o bindria no interior dos fagossomos, formando assim as mdrulas, que amadurecem,
provocam a lise do citoplasma que leva a bacteremia e infeccdo de novas células (KOHN ez
al., 2008; RIKIHISA, 1991; SALEEM et al., 2018a). Em animais ndo tratados a anaplasmose
geralmente ¢ uma doenca autolimitante com duragdo de até trés semanas, infec¢des cronicas

sao menos comuns (PUSTERLA; MADIGAN, 2013; TAKAHIRA, 2016, p. 1249).

2.1.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos da anaplasmose sdo geralmente sinais inespecificos como febre alta
e intermitente nos dois primeiros dias, anorexia, perda de peso, letargia, anemia e edema de
membros (LEWIS, 1976; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SALVAGNI et al., 2010; SISKA
et al., 2013), como também depressdo, petéquias nas mucosas oculares e oral, ictericia, ataxia
e relutancia em se movimentar nos casos mais graves (DZIEGIEL et al., 2013; PUSTERLA;
MADIGAN, 2013; SALEEM et al., 2018a).

Na realizacdo do exame fisico geral os achados mais comuns sido depressao,
taquicardia, taquipneia, febre, diminuicdo do escore corporal, edema de membros, ataxia,
desidratacao e ictericia (SALEEM et al., 2018a; SISKA et al., 2013). Obitos podem ocorrer
por infecgdes secunddrias, € abortos ndo foram observados em éguas prenhes (SALEEM et

al., 2018a).
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2.1.5 Diagnéstico

Para o diagndstico da anaplasmose sdo utilizados, tanto exames diretos quanto
indiretos, além da anélise dos sinais clinicos; para isso € necessdrio a colheita do sangue do
animal em um tubo com e sem EDTA (LEPIDI et al., 2000; PARRA; FERNANDES, 2009;
PRADO et al., 2017; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

Com uma fra¢do do sangue com anticoagulante (EDTA) é importante que seja
feito um esfregaco sanguineo, pois, na fase aguda da doenca pode se observar a presenca de
morulas no interior das células granulociticas, neutréfilos e eosindfilos; essas morulas na
maioria das vezes se apresentam individualmente, mas também € possivel observar mais de
uma inclusdo em cada célula granulocitica, cada uma se apresenta dentro de vacuolos
citoplasmaéticos, o que a difere dos outros organismos do género Rickettsia onde suas moérulas
se apresentam livres no citoplasma, este esfregaco pode ser corado por Giemsa, contudo, a
ndo presenca de morulas do Anaplasma phagocytophilum no esfregaco sanguineo nado
significa auséncia da infec¢do, pois predominantemente sdo observadas na fase aguda da
doenca, por isso é necessdrio a realizacdo de outros exames, para que ndo haja resultados
falsos negativos (LEWIS, 1976; MUNDERLOH et al., 2004; PASSAMONTI et al., 2010;
PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SALVAGNI et al., 2010; SELLS et al., 1976; UEHLINGER
F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011; RIKIHISA, 2011).

Em exames clinicos laboratoriais pode se observar trombocitopenia, linfopenia,
anemia normocromica € normocitica, neutropenia com desvio leve para a esquerda,
corpusculos de inclusdo, hiperbilirrubinemia, hiponatremia, hiperfibrinogenemia,
hiperglobulinemia, hemorragia e/ou hemdlise e decréscimo do anion GAP (CALDERON
RIVERA, L. G.; MOTTA DELGADO, P. A, 2013; DZIEGIEL et al., 2013; LEWIS, 1976;
SISKA et al., 2013; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011),
diminui¢do do hematdcrito (DZIEGIEL et al., 2013) e também ao avaliar corte histolégico a
necropsia, inflamacdo em vasos sanguineos, baco e figado, com elevacdo das enzimas AST
e/ou ALT (PRADO et al., 2017).

Os exames clinicos laboratoriais também conferem baixa especificidade devido a
inimeras doengas compartilharem dos mesmos achados, portanto, podem ndo ser tdo
eficientes, por isso a necessidade de testes soroldgicos (ELISA) e moleculares (PCR)
(MUNDERLOH et al., 2004; PARRA, 2009; PASSAMONTI et al., 2010; PUSTERLA;
MADIGAN, 2013).
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Para o teste de ELISA é necessdrio amostra de sangue sem EDTA para a centrifugacdo
e separacdo do plasma da amostra, j4 que para o teste € utilizado o soro sanguineo para
avaliacdo do titulo para o A. phagocytophilum (PUSTERLA; MADIGAN, 2013;
UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011), no entanto o teste de ELISA
pode apresentar reagdo cruzada com outros microrganismos da mesma familia (PARRA,
2009).

E interessante também a realizacio do PCR (Nested-PCR) para A. phagocytophilum
em amostra de sangue total com EDTA (SISKA er al., 2013; UEHLINGER F. D,
CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011), pois o PCR é um teste de extrema sensibilidade e
especificidade, ideal para diagnosticos de infecgdes recentes e/ou tardias, onde a visualizacao
de morulas € mais dificil.

Teste de ELISA positivo e PCR negativo pode significar que o animal teve contato
com o patégeno em alguma fase da vida, mas ndo hé infec¢do no momento do teste e/ou
reacdo cruzada com outros microrganismos da mesma familia (PARRA, 2009;
PASSAMONTI et al., 2010), e teste de ELISA negativo e PCR positivo pode significar
infeccdo tardia (MGHIRBI et al., 2012).

Ainda € importante reafirmar que a doenca € de inicio subito, porém quando sem
complica¢des o progndstico € favordvel com curso auto limitante, e raramente ocorre morte
(BURGESS et al., 2012; PARRA; FERNANDES, 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013;
UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

2.1.6 Diagnosticos diferenciais

O diagnéstico diferencial € importante devido aos sinais clinicos inespecificos da
doenca, e deve ser realizado para babesiose, theileriose (PUSTERLA; MADIGAN, 2013;
SALVAGNI et al., 2010; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011),
herpesvirus, anemia infecciosa equina, arterite viral equina, leptospirose, purpura hemorragica
e vasculites, Borrelia burgdorferi (MGHIRBI et al., 2012), hepatopatias e as encefalites
(PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

Os sinais clinicos da babesiose (Babesia caballi) e theileriose (Theileria equi) se
assemelham ao da anaplasmose granulocitica equina devido a apari¢do de febre, ictericia e

anemia (FONSECA et al., 2011).
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Febre e anorexia também estao presentes no herpesvirus (LARA et al., 2003) e na
anemia infecciosa equina além da depressdo, anemia, ictericia, hemorragias petequeais,
edema e perda de peso ( RODRIGUES, T. R.; AVANZA, M. F. B.; ZAPPA, V, 2009).

Na arterite viral equina os sinais comuns entre as duas doengas sdo a febre, anorexia,
apatia, leucopenia e edema de membros (FUKUNAGA et al., 1981). J4 na leptospirose
observa-se febre, ictericia, anorexia e letargia (BARWICK et al., 1998).

A purpura hemorrigica e as vasculites imunomediadas levam a edemas e hemorragias
petequeais (PUSTERLA; MADIGAN, 2013; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P;
LOFSTEDT, J, 2011). Na Borrelia burgdorferi observa-se a perda de peso, laminite, febre,
edema de membros, depressao (MGHIRBI et al., 2012).

As hepatopatias tem sinais como a ictericia e o edema (QUEIROZ et al., 2016); e as
encefalites sdo diagnosticos diferenciais devido as sintomatologias neuroldgicas, como por

exemplo ataxia e relutdncia em se movimentar. (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

2.1.7 Tratamento

z

O tratamento € realizado a partir da administracio de antibioticoterapia com
oxitetraciclina que € um antibidtico de amplo espectro da classe das tetraciclinas,
bacteriostitico, que tem boa acdo sobre bactérias gram-negativas como o Anaplasma
phagocytophilum, na dose de 7 mg/kg (PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SISKA et al., 2013;
UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011) ou 6,6 mg/kg (LEWIS et al.,
2009) intravenoso, SID, administrado a partir do periodo febril durante cinco a dez dias
(LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SISKA et al., 2013; UEHLINGER F.
D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

Vale ressaltar que a utilizacdo de oxitetraciclina de longa acdo em equinos deve ser
realizada com cautela, pois sdo altos os riscos de miosite se a forma escolhida de aplica¢dao da
oxitetraciclina for a intramuscular, e se a forma escolhida for a intravenosa devido ao
potencial quelante ao célcio das tetraciclinas, também em relacdo a diarreias pela destrui¢ao
da flora intestinal, ja que a oxitetraciclina € um dos farmacos que possui via de eliminacao
fecal, podendo facilitar a proliferacdo de microrganismos nao desejaveis como o Clostridium
difficile e Salmonella, ja que sdo resistentes a tetraciclinas (LOPEZ et al., 2000; PRADO et
al.,2017).
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Como tratamento de suporte, SISKA et al., (2013) e LEWIS et al., (2009) indicam
concomitantemente ao uso da oxitetraciclina o uso de antinflamatdrios ndo esteroidais, como
o flunixin meglumine 1,1 mg/kg, intravenoso, SID (SISKA et al., 2013); j4 RIVERA e
DELGADO (2013) aconselham junto a oxitetraciclina a administracio de 3,3 mg/kg
intramuscular de dipropionato de imidocarb para o tratamento de doencas que possam estar
ocorrendo concomitantemente, como Babesiose e Theileriose e também para tratamento
profildtico das mesmas, repetir a dose apds oito dias, e para estimular a medula dssea
decanoato de nandrolona 0,55 mg/kg intramuscular que também se repete apds oito dias
(DZIEGIEL et al., 2013).

Também como tratamento de suporte recomenda-se o uso de bandagem compressiva
nos quatro membros para amenizar o edema, e antes da alimentacdo molhar com agua o feno,
para estimular a alimentagdo ( UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

Um tratamento alternativo, em situa¢des onde ndo se € possivel a internacao o animal,
€ recomendado o uso de doxiciclina oral, 10 mg/kg de BID de sete a dez dias, apds duas
doses intravenosas iniciais de oxitetraciclina (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

O animal também pode apresentar ulceras géstricas e perda de apetite, por isso €
indicado também o uso de Sucralfato 20 mg/kg, oral, TID a partir do terceiro dia de
tratamento até que o animal apresente a volta do apetite normal, porém como o Sulcralfato
tem efeito criando uma pelicula protetora sobre ulceras ja existentes, pode se fazer o uso
concomitantemente ao inicio do tratamento de Omeprazol 1 — 5 mg/kg, oral, SID, de forma
profildtica, j4 que se € conhecido a irritacdo tecidual causada pela oxitetraciclina
(UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011).

Espera-se que apds o primeiro dia de tratamento o animal ndo apresente febre, j4 sinais
como ictericia, edema de membros e linfadenopatias € esperado melhora gradativa com
solugdo em seis dias depois de iniciado o tratamento com oxitetraciclina (PUSTERLA;
MADIGAN, 2013; UEHLINGER F. D.; CLANCEY, N. P.; LOFSTEDT, J, 2011); contudo,
falhas no tratamento pode levar a piora do animal e quando nao tratada a doenga pode ser auto

limitante e durar cerca de duas a trés semanas (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).
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2.1.8 Profilaxia e controle

A profilaxia contra o A. phagocytophilum se da através do controle e prevencao de
carrapatos, j4 que até o presente, ndo existe no mercado vacina contra anaplasmose
granulocitica equina (PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SALEEM et al., 2018a), e impedir que
equinos se alimentem de tegumentos (pele e anexos) de animais (DZIEGIEL et al., 2013).

O controle e prevencao de carrapatos € realizado, por exemplo, através de banhos com
carrapaticidas sobre os estdgios iniciais de vida do carrapato (LABRUNA et al., 2004). Para o
controle do Dermacentor nitens o combate pode ser feito na primavera e verdao devido a
maiores infestacoes e sensibilidade do carrapato decorrente da maior temperatura e umidade,
e compreende na pulverizacdo do carrapaticida em toda extensdo do corpo do animal, com
intervalos de 24 dias durante quatro meses, ¢ apds o procedimento os cavalos devem voltar
para o mesmo pasto, servindo de uma armadilha para que os carrapatos presente no pasto ndao
sejam capazes de chegar a fase adulta; ja para o controle do Amblyomma cajennense acredita-
se que o rocamento da pastagem pelo menos uma vez ao ano seja a medida mais efetiva, por
manter o pasto limpo e livre de carrapatos ja que a maior parte de sua vida € na pastagem,
expor o solo significa dificultar suas condi¢des de sobrevivéncia, outra forma de controle € o
uso de carrapaticidas a cada sete ou dez dias durante sua fase de linfa ou larva, além de
também voltar o animal para sua pastagem de origem (BIOLOGIA, 2007). Sabe-se, no
entanto que apenas a remog¢ao dos carrapatos da pele dos animais ndo exclui a possibilidade
de infeccdo (OTEOQO, J. A.; BLANCO, J. R.; IBARRA, V., 2001).

O uso profilatico de tetraciclinas, como a doxiciclina, 3 mg/kg, via oral, SID, tem sido
recomendado em situagdes especiais, como no caso de trinsito de animais para dreas

endémicas (TAKAHIRA, 2016, p. 1249).
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3 RELATO DE CASO
Um equino, macho, castrado, sem raca definida, pesando 370 kg e de
aproximadamente 19 anos (figura 1), foi encaminhado ao Hospital Veterindrio da

Universidade Federal de Uberlandia pela Secretaria Municipal de Agropecudria apds ser

encontrado na rua, para que fosse realizada avaliacao clinica e liberac@o para adocao.

Figura 1 — Equino SRD com aproximadamente 19 anos de idade.

Fonte: Clinica Médica e Cirurgica de Grandes Animais HV-UFU.

A inspecdo o animal estava apético, em estagio, com escore de condicdo corporal 3/9
(figura 1), andar incoordenado e aumento de volume nos membros e prepucio (figura 2). No
exame fisico constatou-se que as dreas aumentadas de volume descritas acima se tratavam de
edema, além de também apresentar 5% de desidratagdo, turgor cutdneo 3 segundos,
frequéncia cardiaca a 48 bpm, frequéncia respiratéria 20 mpm, temperatura 37,5 °C, tempo de
preenchimento capilar dois segundos, mucosas pdlidas, presenca de carrapatos Amblyomma
cajennense pelo corpo principalmente em pavilhdo auricular e perineo. Na inspecdo da
cavidade oral pdde se observar desgaste irregular, diastema aberto entre o segundo e primeiro
molar, primeiro e segundo pré-molar e entre o segundo e o terceiro pré-molar da hemiarcada
inferior direita, também entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar, e entre o segundo e
terceiro pré-molar da hemiarcada inferior esquerda, além de degrau no segundo molar da

hemiarcada inferior direita, e ainda doenca periodontal no terceiro pré-molar e primeiro molar
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da hemiarcada superior direita e no primeiro molar da hemiarcada superior esquerda. Durante

a internagdo o cavalo apresentou febre intermitente.

Figura 2 - Prepticio edemaciado

Fonte: Clinica Médica e Cirdrgica de Grandes Animais HV-UFU.

Foi solicitado exame de hemograma, onde foi constatada anemia e trombocitopenia
(tabela 1), e leucograma onde se pdde observar leucocitose por neutrofilia (tabela 2).

Pelo fato do cavalo apresentar picos de febre associado com anemia e
trombocitopenia, algumas possibilidades diagndsticas foram levantandas, como a babesiose,
theileriose, tripanossomose, ehrlichiose monocitica e anaplasmose granulocitica.

Em funcdo disso, solicitou-se novamente exame de hemograma, onde constatou-se
mais uma vez anemia, trombocitopenia, € bioquimica sérica onde a fun¢do renal encontrava-
se normal, e na fun¢@o hepética observou-se aumento da fosfatase alcalina (tabela 3).

Durante um pico de febre, foi realizado um esfregaco sanguineo com amostra colhida
na ponta da orelha, para a pesquisa de hemoparasitas, e ndo foram observadas Babesia caballi
ou Theileria equi porém durante leitura foi encontrada uma estrutura sugestiva de morula de
Ehrlichia sp. no citoplasma de um granuldcito.

Para confirmacdo do diagndstico, uma amostra de sangue total com EDTA foi colhida

e mantida refrigerada até a realizacdo da PCR para espécies dos gé€neros Anaplasma e
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Ehrlichia no Laboratério de Diagndstico Molecular Veterindrio (LDMVET) UNESP -
Botucatu.

Como um dos diagnésticos diferenciais era tripanossomose, também foi solicitado a
partir de amostra de sangue total com EDTA, exame para pesquisa de Tripanossoma
equiperdum, utilizando-se a técnica da gota espessa, avaliacdo em microhematdcrito e
pesquisa em creme leucocitario, sendo o resultado negativo.

Para o diagnéstico de Anaplasma e Erlichia uma amostra de sangue total com EDTA
foi colhida e mantida refrigerada até a realizacdo da PCR. O DNA gendmico foi extraido de
300 pL de sangue total utilizando o kit Illustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE
Healthcore) conforme instru¢des do manual operacional. O DNA foi eluido em 100 pL e
armazenado em freezer -20 °C até sua utilizagao.

Para detec¢do do patégeno por PCR em tempo real (QPCR), os oligonucleotideos
iniciadores (primers) utilizados foram ESP F: 5 CTC AGA ACG AAC GCT GG 3’ ¢ ESP R:
57 ACC ATT TCT ART GCT ATY CCR TAC TA 3’, que amplificam uma regido de
aproximadamente 150 pb do gene 16S ribossomal de espécies dos gé€neros Ehrlichia e
Anaplasma.

Para a PCR diagndstica, uma mistura contendo 10 puLL de GoTaq Master Mix
(Promega), 0,6 uL. de cada oligonucleotideo especifico a 10 uM e 5 pL de dgua nuclease-free
foram adicionados a 4 pL. de amostra de DNA. A reacdo foi realizada no aparelho 7500 Fast
Real Time PCR System (Life Technologies), com o programa térmico de 5 minutos a 95 °C
seguidos de 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 60 s a 60 °C. Ao final da reacdo uma curva de
dissociacdo foi realizada. Como controle positivo foram utilizadas amostras de DNA total
canino sabidamente positivas para Ehrlichia canis e Anaplasma platys, e uma amostra canina
sabidamente negativa foi utilizada como controle negativo. Uma reacdo com &dgua livre de
nucleases foi utilizada como controle da PCR. O produto positivo obtido na amplificacdo da
qPCR foi utilizado para sequenciamento a fim de comprovar a infec¢@o.

O produto da qPCR foi purificado utilizando beads magnéticas Agencourt AMPure
XP (Agencourt Bioscience Corporation), com o protocolo sugerido pelo fabricante. Para o
sequenciamento dos produtos de PCR (método de Sanger), utilizou-se o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Life Technologies), em duas reacdes, uma com o primer
senso e outra com o antissenso no sistema de sequenciamento automéatico ABI 3500 (Life
Technologies). A homologia entre a sequéncia obtida e as sequéncias previamente
depositadas no GenBank™ foi verificada com a ferramenta on line BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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A amostra do equino amplificou na qPCR diagndstica com um Ct de 31. Sendo assim,
a amostra foi considerada positiva, uma vez que a sensibilidade desta qPCR para detectar
amostras positivas vai até Ct de 35. A andlise da curva de dissociacdo da amostra testada
mostrou um pico de Temperatura de “melting” compativel com o pico do controle positivo de
Ehrlichia canis.

A sequéncia obtida mostrou 100% de cobertura e 95% de identidade com Anaplasma
phagocytophilum (NC_007797.1 e LC334014.1), resultado que permitiu confirmar que o
animal estava infectado pelo agente.

Como tratamento, durante a internacdo, realizou-se controle de ectoparasitas com
Cipermetrina, pour on e ivermectina 1% injetdvel na dose de 0,2 mg/Kg/SC, DU, e foi
instituido o tratamento para Anaplasma phagocytophilum, oxitetraciclina 6,6 mg/Kg/ IM,
SID, durante 10 dias (LEWIS et al., 2009) e foi realizado acompanhamento da hematimetria e

plaquetemia por meio de exames de hemograma (tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de Hemogramas

HEMOGRAMAS

10/01/18 18/01/18 22/01/18 29/01/18 05/03/18 09/03/18 12/11/18

HEMATOCRITO 2771 208 24 | 234 38,6 3021 29,1
(32 - 53%)
(6511511;’191‘)(%16‘2“?“ o S6TL 4281 493)  474) 791 6,13 6,04
HEMOGLOBINA 9,3 | 6,8 | 8,11 7,51 13,2 10,0 | 10,5 |
(11-19 g%)
. ‘ggcsMu ) 48,9 48,8 48,7 49,4 48,8 49,3 48,2
(3?2%&) 33,6 327 174 321 34,2 33,1 36,1
(105(%%&%35211& 36.000 | 169.000 208.000 277.000 55.000 | 90.000 | 138.000
(}g)gcgg)gn?nﬁ) 7.900  12.600 18.1007 6400 5900 4400  7.900
PROT. TOTAL 8,0 8,2 8.4 8.2 8.0 7,6 52

(5.8 - 8,7 g/dL)

Valores de referéncia: LABvet / LacVet
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Tabela 2. Sequéncia de Leucogramas

LEUCOGRAMA
10/01 18/01 22/01 29/01 05/03 09/03 12/11
2018 2018 2018 2018 2018 2018 2018
MIELOCITOS
(0 quant./uL) 00 00 00 00 00 00 00
METAMIELOCITOS
) (0 quant./uL) 00 00 00 00 00 00 00
NEUTROFILOS
BASTONETES
(0 — 100 quant./uL) 1581 2521 543 1 00 00 00 00
SEGMENTADOS
(0 — 8.600 quant./uL) 5.056 10.206 1 13.5751 3.520 4.425 2.860 6.715
EOSINOFILOS
(0~ 1.000 quant./uL) 00 00 00 64 59 220 79
BASOFILOS
(0 — 290 quant./ul) 79 126 00 00 00 88 00
MONOCITOS 237 00 543 64 118 440 158

(0 — 1.000 quant./uL)

LINFOCITOS

(1.500 — 7.700 quant /uL.) 2.370 2.016 3.439 2752 1298 ] 1.188] 948 ]

Valores de referéncia: LABvet / LacVet

Tabela 3. Bioquimica Sérica

BIOQUIMICA SERICA 18/01/2018

CREATININA UREIA  ALBUMINA  AST GGT EBJSCF AAEIASE
(12-19mg/dL)  (21-51mgdL)  (2,6-33gdL) (0-366U/L) (0—62U/L) N
(0—395 U/L)
1,2 41,4 2,26 178 15,1 545 1

Valores de referéncia: LABvet / LacVet
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4 DISCUSSAO

4.1 Hemogramas e Leucogramas

A constatagdo da anemia pode ser devido ao fato de que ao invadir as células
granulociticas alvo, algumas citocinas produzidas pelas células infectadas sdo responsdveis
pela diminuicdo da hematopoiese. A trombocitopenia provavelmente ndo ocorre pela
destruicio imunomediada ou pela diminuicdo da producdo das plaquetas, mas sim pelo
consumo provocado pela producdo de substincias procoagulantes pelos mondcitos
(TAKAHIRA, 2016, p. 1249).

O retorno da anemia, como normocitica hipocromica pode ser por deficiéncia de ferro
em fase inicial pela inanicdo por exemplo, devido aos problemas dentarios relatados, j4 a
anemia apresentada no restante dos exames ndo caracteriza defici€éncia nutricional ja que
inicialmente deveria ser hipocromica, e em casos mais estabelecidos microciticas, e nao
observamos isso, apenas anemia normocitica € normocromica, sinal de anemia hemolitica,
que pode ser causada por nova infec¢io bacteriana por exemplo, ou ndo recuperacdo completa
da anaplasmose j4 que também € possivel se observar novamente trombocitopenia.

Com relacdo ao leucograma observou-se leucocitose por neutrofilia com aumento de
bastonetes e neutréfilos segmentados, no entanto essa alteracdo nao condiz com os achados
frequentes da doenga que predominantemente se caracteriza pela leucopenia por neutropenia
(EVERTON, 2014), levando a crer que tal achado se deve a alguma infeccdo secundaria
causando inflamacdo e aumento de neutréfilos, no exame clinico o dnico foco de infeccdo

identificado foi a doenca periodontal.

4.2 Bioquimica Sérica

Sabe-se que o A. phagocytophilum ao invadir o figado pela corrente sanguinea pode

levar a um estado inflamatério pela producdo de citocinas, que induz lesdao hepética, o que

pode explicar o aumento da concentracdo sérica de fosfatase alcalina no exame bioquimico.
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4.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O resultado positivo para Anaplasma phagocytophilum através da detec¢ao do
patégeno por PCR em tempo real (QPCR) que amplificam uma regido de aproximadamente
150 pb do gene 16S ribossomal de espécies dos géneros Ehrlichia e Anaplasma, se deu
porque o gene do 4cido ribonucléico ribossdomico 16S (rRNA) do Anaplasma
phagocytophilum diferem as sequéncias em até trés bases com relagdo a Ehrlichia sp.
(homologia de 99,1%) (PUSTERLA; MADIGAN, 2013) sendo possivel assim o diagnostico
que vai de encontro ao estudo epidemioldgico realizado em Minas Gerais através do ensaio de
imunofluorescéncia indireta (IFA), para a procura do agente em duas cidades do estado
(Ataléia e Sao Vicente de Minas) onde mais de 76% dos animais se mostraram positivos ao
teste, e na cidade de Belo Horizonte onde cerca de 53,57% animais também foram positivos,
isso significa que o agente estd presente no estado e um alto nimero dos equinos se infecta,
no entanto, como os sinais clinicos da doenca sdo inespecificos, tal doenca pode passar
despercebida e deve ser incluida na lista de diagnosticos diferencias (PRADO et al., 2016,

PRADO, L. G., 2014).

4.4 Tratamento e evolucao clinica

O tratamento foi inicialmente para controle de ectoparasitas com Cipermetrina, pour
on e ivermectina 1% injetavel, no entanto apenas a retirada dos carrapatos da pele do animal
ndo exclui a infeccdo (OTEO, J. A.; BLANCO, J. R.; IBARRA, V., 2001), para isso foi
instituido o tratamento contra Anaplasma phagocytophilum, através da oxitetraciclina que €
um antibidtico da classe das tetraciclinas que garante boa a¢do sobre doencas causadas por
bactérias do género Anaplasma sp., a dose usada foi de 6,6 mg/Kg/ IM, SID, e foi utilizada
durante 10 dias, conforme recomenda¢des (LEWIS et al., 2009).

Durante os 10 dias de tratamento pdde se observar melhora nos valores hematolégicos,
porém apenas 14 dias ap6s o fim do tratamento foi observado melhora da anemia no exame de
hemograma, ja a trombocitopenia pdde se observar melhora a partir da primeira aplica¢do do
medicamento.

Com relagdo aos sinais clinicos apresentados pelo equino, 16 dias apds o inicio do
tratamento suas mucosas ja se apresentavam normocoradas, e a partir da primeira aplicacdo da
oxitetraciclina ja n@o se observava sinais de sindrome febre, como também se observou a

melhora do andar incoordenado e redu¢do do edema de membros e prepticio.
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5 CONCLUSAO

Os achados do exame clinico, laboratoriais, bem como a PCR do equino estudado sdo
compativeis com um quadro de Anaplasmose granulocitica equina, devido a infeccdo por
Anaplasma phagocytophilum, através da inoculagdo do agente por carrapatos.

Entdo pode-se concluir que a infec¢do por Anaplasma phagocytophilum esta presente
em cavalos na cidade de Uberlandia e deve ser incluida a lista de diagndsticos diferenciais
principalmente em equinos com historico de infestagdo por carrapatos para que se possa evitar
diagndsticos errOneos, consequente prejuizo tanto em relacdo ao bem estar animal quanto em

relacdo a prejuizos econdmico de criadores.
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