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Resumo

Introducdo: Anaplasma phagocytophilum é uma
bactéria intracelular obrigatéria, Gram-negativa,
pertencente a familia Anaplasmataceae, que pode ser
encontrada predominantemente em neutréfilos de
vérias espécies de mamiferos. O carrapato pode atuar
como um vetor competente transmissor do agente de
uma doenga conhecida como Anaplasmose
Granulocitica Caninae Humana. Os cées atuam como
sentinelas para exposi¢do humana e tém o potencial
de serem fonte de infecgdo por conterem carrapatos
infectados capazes de transmitir o agente infeccioso
aos humanos. Objetivos: O presente estudo teve como
objetivo detectar a presenca de anticorpos anti-
Anaplasma phagocytophilume determinar apropor¢éo
de cées reagentes para este agente em Campos dos
Goytacazes - Rio de Janeiro, destacando o importante
papel desta bactéria como zoonose.

Abstract

Introduction: Anaplasma phagocytophilum is an
obligate intracellular bacteria, Gram-negative,
belonging to the family Anaplasmataceae, which can
be found predominantly in neutrophils of various
species of mammals. Thetick can act as a competent
vector and transmitter of agent of adisease known as
Canine and Human Granulocytic Anaplasmosis. Dogs
act as sentinels for human exposure and have the
potential to be a source of infection for containing
infected ticks capabl e of transmitting infectious agents
to humans. Objectives. This study aimed to detect
the presence of anti-Anaplasma phagocytophilum
antibodies and determine the proportion of reagents
dogs for this agent in Campos dos Goytacazes - Rio
de Janeiro, highlighting the important role of this
bacterium asazoonosis. M ethods: 40 dogs suspected
of carrying A. phagocytophilum were used having at
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M étodos: Foram utilizados 40 cées suspeitos de serem
portadores de A. phagocytophilum apresentando no
minimo 3 sinais clinicos e/ou sintomas compativeis
com Anaplasmose Granulaocitica Canina e historico
ou presencade carrapatos. Estes animais passaram por
examefisico e coletade sangue paraavaliacdo do teste
imunoenzimatico SNAPs 4DX (IDEXX), redlizac@o
de hemograma e pesquisa de hemocitozoarios.
Discussao: Dos animais testados, verificou-se que 14
/ 40 cées (35%) mostraram-se reagentes para o teste,
determinando desta forma, a ocorréncia de 35% de
caes reagentes para A. phagocytophilum. As
anormalidades hematol 6gicas mais comuns foram
trombocitopenia (78,57%) e anemia (50%).
Conclusdes: O presente esta contribuindo para o
estudo soroepidemiol6gico no pais e indicando
exposi¢cdo dos animais e da populacdo humana da
regido a este agente, sendo de suma importancia na
salide publica.

Palavr as-chave: Anaplasmose Granul ocitica Canina,
zoonose, discrasias.

Introducéo

Anaplasma phagocytophilum é uma bactéria
intracelular obrigatéria, Gram-negativa, pertencente
a familia Anaplasmataceae, que pode ser encontrada
predominantemente em neutrofilos de vérias espécies
de mamiferos, incluindo cées, felinos, equinos e
humanos*.

A transmissdo deste agente ocorre por
carrapatos, podendo ser inoculadosem variosanimais,
inclusive humanos. Recentemente foi relatada a
primeira caracterizagdo molecular de A.
phagocytophilum em carrapatosRhipicephalus.
sanguineus no Egito, sugerindo que esta espécie de
carrapato pode atuar como um vetor competente para
umacepa variante do agente de umadoencaconhecida
como Anaplasmose Granulocitica Humana(AGH) 2.
Este vetor é predominante na transmissdo de agentes
Anaplasmataceae no Brasil.

Dumler e colaboradores, incorporando
informagdes de biologia molecular, reclassificaram a
familia Anaplasmataceae, de forma que algumas
espécies foram transferidas para o género Anaplasma,
como a Anaplasma platys (antiga Ehrlichia platys),

least three clinical signsand/ or symptoms consistent
with Canine Granul ocytic Anaplasmosisand historical
or ticks presence. These animals were subjected to
physical examination and blood collection for
evaluation of enzyme immunoassay SNAPs 4DX
(IDEXX), hemogram and hemocitozoarios research.
Discussion: Among the animals tested, it was found
that 14/40 dogs (35%) showed positive to the test,
thereby determining the presence of 35% reagent dogs
for A. phagocytophilum. The most common
hematologic abnormalities were thrombocytopenia
(78.57%), anemia (50%). Conclusions: This is
contributing to the seroepidemiological study in the
country and indicating exposure of animals and the
human population in theregion to thisagent, whichis
extremely important for public health.

Keywords: Canine Granulocytic Anaplasmosis,
Zoonosis, dyscrasias.

Anaplasma phagocytophilum (junco entre Ehrlichia
equi e Ehrlichiaphagocytophila), e Anaplasma bovis
(antiga Ehrlichia bovis). Desta forma, o agente A.
phagocytophilum, antes dividida em espécies que
causavam a doenca granulocitica nos animais,
atualmente € considerada a Unica espécie causadora
da anaplasmose granulocitica nos animais, inclusive
0s humanos'.

Os cées e seres humanos sdo hospedeiros

acidentais. A bacteremia parece ser de curta duragdo
(<28 dias) ecomo tais, cées e seres humanos ndo séo
importantes na transmissao para outras espécies
hospedeiras®.
Em humanos, o agente causa uma enfermidade febril
aguda, ndo-especifica, previamente conhecida como
Erliquiose Granul ocitica Humana e agoradenominada
de Anaplasmose Granul ocitica Humana (AGH)*.

O microorganismo foi descrito pelaprimeiravez
como patdgeno apés ser identificado no citoplasma
de leucdcitos de ovelhas na Escociab. Os primeiros
relatos da Anaplasmose Granulocitica Equina
ocorreram em 1968, na California (EUA)®. Cées
infectados por A. phagocytophilumforam identificados
na Califérnia
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(EUA) em 1982 ".Os primeiros relatos de infecgéo
granulocitica em seres humanos vieram do centro-
oeste nos Estados Unidos, em 1993, e desde entéo, a
AGH tem sido cadavez mais reconhecidanos Estados
Unidos, Europa e Asig8.Desde 2007, na China, 713
casos de AGH (causada por A. phagocytophilum) séo
relatados, sendo 26 mortos s6 em 2010°.

Notavel mente, aAGH tem sido rel atadaem todo
o mundo, com o reconhecimento da doenca clinica
em pelo menos quatorze paises da Europa e,
provavelmente, na China, Sibéria, Russia e Coréia.
Nos Estados Unidos, desde 1998, a doenca € de
notificacdo obrigatdriaaos érgaosfederais, e sete casos
fatais de AGH foram relatados até 2005'°.No Brasil,
ha a descricéo de casos suspeitos de anaplasmose em
pacientes no Estado de Minas Gerais e o recente
diagnostico molecular dos primeiros casos de
erliquiose granulocitica humana no Estado de S&o
Paulo™.

Dentre os métodos de diagnéstico, 0os mais
utilizados sdo a pesquisa de morulas em esfregaco
sanguineo, deteccdo de anticorpos por
imunofluorescénciaindireta, ou amplificagcdo de DNA
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) 2.
Recentemente, foi langado no mercado o ELISA 4DX
(IDEX® LABORATORIES) que usa um peptideo
sintético baseado na proteina imunodominante p44
como antigeno que é capaz de detectar, dentre outros,
anticorpos para A.phagocytophilum .

A soroepidemiologiade A. phagocytophilumem
caes tem sido avaliada em todo mundo, embora
nenhum caso de evidéncia molecular nem culturas
positivas tenham sido documentados no hemisfério sul.
Oscaesatuam como sentinel as paraexposi ¢do humana
e tém o potencial de serem fontes de infec¢éo por
conterem carrapatos infectados capazes de transmitir
0 agente infeccioso aos humanos .

Considerando a importancia da Anaplasmose
Granulocitica Caninana Clinica Médica Veterinaria
juntamente com seu imenso potencial zoondtico e a
caréncia de estudos do agente infeccioso em cées no
pais, 0 presente estudo teve como objetivos detectar a
presenca de anticorpos anti-Anaplasma
phagocytophilum e determinar a proporcéo de caes
reagentes para este agente em Campos dos Goytacazes
- Rio de Janeiro, destacando o importante papel desta
bactéria como zoonose.

Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Setor
de Clinica Médica de pequenos animais e no Setor
de Patologia Clinicado Hospital Veterinario-UENF,
no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. Foram
utilizados 40 cées suspeitos de serem portadores de
A. phagocytophilum, independente de raga, sexo ou
idade. Todos os animais apresentaram no minimo
trés sinais clinicos e/ou sintomas compativeis com
Anaplasmose Granulocitica Canina, e histérico ou
presencade carrapatos. Estes animais passaram por
exame fisico e coleta de sangue para avaliacdo do
teste  imunoenzimatico SNAPs 4DX
(IDEXXLABORATORIES®), realizacdo de
hemograma e pesquisa de hemocitozoérios durante
atendimento clinico, no periodo de abril de 2011 a
fevereiro de 2012.

Asamostras|aboratoriaisforam transportadas
para o Setor de Patologia Clinica do Laboratério
de Clinicae CirurgiaAnimal do Centro de Ciéncias
e Tecnologias Agropecuarias da UENF, em Campos
dos Goytacazes, RJ, para a realizacdo dos
procedimentos como hemograma, pesquisa de
hemoparasitas e para a realizagdo dos ensaios
imunoenzi maticos.

Os SNAPs 4DX (IDEXX
LABORATORIES®) foram armazenados entre 2 e
8°C. Portanto, foram retirados da refrigeracéo 30
minutos antes de sua utilizagéo. Cada kit do SNAP
4DX possui um recipiente com o reagente, uma
pipeta, um tubo paraaamostrasanguineae o SNAP.
Foi realizada venopuncao cefélica para obtencéo de
0,5mL de sangue, o qual foi acondicionado em tubos
contendo EDTA. Deste, com o auxilio da pipeta,
foram retiradas trés gotas de sangue da amostra do
paciente veterindrio, as quais foram introduzidas no
tubo de ensai 0. Em seguidaforam acrescentadas ao
tubo quatro gotas do reagente. O tubo foi fechado e
0 sangue homogeneizado. Em seguida, o contetido
do tubo foi depositado no SNAP, no local para esta
finalidade. Dentro de 30 a 60 segundos a amostra
passa pelo circulo de ativacdo, quando é pressionado
o ativador do SNAP. A leiturado teste foi realizada
apo6s oito minutos, avaliando a presenca de reagéo
de cor no controle positivo e de cor naarea de reacéo
para Anaplasma phagocytophilum, verificando se
os animais foram reagentes ou ndo para o0 agente
em questdo. Se apenas a area do controle positivo
mudar de cor, ha negatividade para anticorpos anti-
Anaplasma phagocytophilum, no entanto se houver
reagdo de cor no controle positivo e na area de
reagao paraA. phagocytophilum significaque houve
reacao positiva da amostra para




Revista Cientificada FMC. Vol. 9, n° 2, 2014 [Ocorréncia de reagentes positivos para agentes da Anaplasmose Granulocitica por testes
imunoenziméticos de animais sentinelas em Campos dos Goytacazes, RJ] - Falcao B.A. et al

0 agente em questdo, como pode ser verificada na
figura 1.

Figura 1: Reagdo positiva para Anaplasma phagocytophilum no
SNAP 4Dx. Fonte: Bethania do Amaral Falcdo. Local:
Departamento de Patologia Clinica/ Hospital Veterinario/UENF.

Os cées reagentes para A. phagocytophilum
foram encaminhados para o setor de Clinica médica
de pequenos animais do Hospital Veterindrio daUENF
para acompanhamento médico veterinério, sendo
preconizado o antibidtico bacteriostético doxiciclina
como tratamento de escolha.

Para andlise dos dados obtidos, foi realizada a
analise descritivaatravés da obtencdo de percentagens
para determinar a proporcéo de amostras de animais
reagentes para Anaplasma phagocytophilum e, desta
forma, obter a ocorréncia de animais reagentes em
Campos dos Goytacazes, RJ.

Apobs descricdo da percentagem de ocorréncia,
foram obtidas as percentagens relacionadas a cada
alteracdo clinica e hematol 6gica encontrada dentre os
animais reagentes para A. phagocytophilum,
correlacionando assim os achados clinicos e
hematolégicos mais comuns em pacientes
possivelmente infectados com este hemoparasita.

Resultados

No presente estudo, 40 cées foram suspeitos
de A. phagocytophilum,e nestes foram
utilizadooteste Imunoenziméatico SNAP 4DX
(IDEXX LABORATORIES®). Destes 40 animais
testados, verificou-se que 14 de 40 cédes (35%)
se mostraram reagentes para o teste,
determinando desta forma, a ocorréncia de 35%
de caes reagentes para A. phagocytophilum em
Campos dos Goytacazes, no periodo de abril de

2011 a fevereiro de 2012, como demonstrada na

figura 2.

Animais testados no SNAP 4DX
(IDEX® LABORATORIES).

B Reagentes

B Nio reagentes

Figura 2: Ocorréncia de animais reagentes para A.
phagocytophilum utilizando-se o SNAP 4DX (IDEX®
LABORATORIES).

Os animais reagentes para o agente A.
phagocytophilum apresentaram variados sinais e
sintomas clinicos que podem ser representados em
proporcgOes de alteracBes clinicas na doenca
visualizadas natabela 1. Dentre as alteragdes clinicas
mals comuns encontram-se a letargia, anorexia e a
mucosa hipocorada.

Sinais clinicos/sintomas  N° animais reagentes-positivos  (36)

Letargia & 57.14
Anorexia 8 57,14
Wamito 2 14,28
Mucosa hipocorada 4 28,57
Febre 2 14,28

Tabela 1. ManifestacGes clinicas e sintomas mais frequentes
apresentados em 14 c@es reagentes para A. phagocytophilum,
utilizando-se o teste Imunoenzimético SNAP 4DX.

Dentre asanormalidades hematol 6gicasasmais
comuns foram trombocitopenia (11 do total de 14
amostras avaliadas) e anemia (7 do total de 14
amostras avaliadas), como esperado. Osresultados da
andlise hematoldgica foram listados na Tabela 2,
visualizadas através de proporc¢des de alteragbes
hematol 6gicas na doenga.



Revista Cientifica da FMC. Vol. 9, n° 2, 2014 [Ocorréncia de reagentes positivos para agentes da Anaplasmose Granulocitica por testes
imunoenziméticos de animais sentinelas em Campos dos Goytacazes, RJ] - Falcdo B.A. et al

Alteractes hemaloldgicas  N® animais reagentes (%)
Anamia 7 50
Leucopenia 1 714
Leucocitose 4 28,57
Linfocitose 3 2142
Monecilose 2 14,28
Monocitopenia 1 7.4
Trombocitopenia 11 T8.57

Tabela 2. Anormalidades hematol 6gi cas apresentadas em 14 caes
reagentes para A. phagocytophilum, utilizando-se o teste
Imunoenzimético SNAP 4DX.

A proporc¢do de animais reagentes para A.
phagocytophilum e positivos parahemocitozodriosem
l&minas, através das andlises em esfregacos sanguineos
de sangue periférico dos animais foi na ordem de 4
positivos das 14 amostras reagentes positivos para o
ensai o imunoenzimatico , sendo, portanto 28,57% dos
caes positivos para ambos.

Discussdo

Um estudo com cées nos Estados Unidos,
utilizando-se 0 ELISA indireto (SNAP 4DX, IDEXX
LABORATORIES®), revelou queamaior prevaléncia
das amostras com anticorpos paraA. phagocytophilum
foi notificada no Centro-Oeste (6,7%). Amostras
reagentes no Nordeste do mesmo pais também foram
frequentemente relatadas (5,5%). Em alguns
estadosnorteamericanos, tais como Wisconsin e
Massachusetts, mais de 50% dos caesforam relatados
reagentes®. Emoutro estado norte americano,
Minnesota, uma pesquisa com caes, utilizando-se o
mesmo teste, revelou a prevaléncia de 217 animais
(29%) reagentes'®. Ja na Franca, de acordo com
Pantchev e colaboradores, 25 de 919 céaes
apresentaram anticorpos para A. phagocytophilum,
representando uma taxa de 2,72%?*. No Brasil, h4
poucos rel atos de soroepi demiol ogia para este agente,
sendo realizados apenas em estudos com
Imunofluorescéncia indireta.

Segundo Dinize colaboradores, a prevaléncia
de resultados sororeagentes dos testes depende se a
populacdo de cdes daamostra esta doente ou saudavel,
se hasuspeitaclinicade existir adoengainfecciosa, a
variacdo geografica em relagdo a exposicao ao

carrapato vetor e a presenca de hospedeiros
reservatorios'®,

A Anaplasmose € um importante diagndstico
diferencial paramuitas outras apresentagoes clinicas.
Os sinais clinicos atribuiveis ao A. phagocytophilum
sdo altamente inespecificos'®. De acordo com Kohne
colaboradores, que relataram a presenca de letargia
em quase todos os cées afetados, no presente estudo
obteve-se a consideravel proporcéo de 8 / 14 caes
(57,14%) com esta caracteristica®®. Além da presenca
damesma proporc¢do paracées apresentando anorexia,
concordando, destaforma, com Greig e colaboradores
gue em sua pesquisa afirmaram que inapeténcia ou
anorexia tem sido relatada em 47 a 88% dos caes
positivos?.

Resultados sororeagentes em cdes sem sinais
clinicos atribuiveis a anaplasmose pode ser devido a
uma infecc8o persistente ou devido a presenca de
anticorpos persistentes. Um estudo de Egenvall e
colaboradores indicou que os titulos de anticorpos
elevados persistem em animais infectados
cronicamente?,

As avaliagdes hematol Ogicas e as pesquisas de
hemoparasitas em |&minaforam de sumaimportancia
paradescrever asalteracfes|aboratoriais maiscomuns
causadas por esta bactéria.Segundo Gokce e
Woldehiwet um dos principais efeitos dainfecgdo com
A. phagocytophilum é leucopenia severa devido a
linfocitopenia, neutropenia e trombocitopenia®.
Alinfocitopeniaédevido a reducdode célulasT eB,no
entanhto, durante omesmo
periodohaumsignificativoaumentodo numero de
leuctcitos totais**. De acordo com Poitout e
colaboradores, amaioriados caes tem linfocitopenia,
sendo linfocitose raramenterelatada. No entanto, neste
estudo observou-se a presenca de 3/14 cées (21,42%)
com linfocitose e nenhum registro de linfocitopenia
(0%), contrastando desta forma com os autores
mencionados. A propor¢do de animais com leucécitos
abaixo dos paréametros de normalidade ndo foi uma
alteracdoimportante, de forma que 1/14 caes (7,14%)
apresentou leucopenia, enquanto que 4/14 (28,57%)
animais apresentaram leucocitose®. O periodo
deneutropeniacoincide comaumento da
susceptibilidade ainfecgcdo bacterianapiogénica
persistente®, contudo, estaalteracéo hematol 6gicando
foi observada.

De acordo com Kohn e colaboradores e com os
resultados obtidos, a anormalidade laboratorial mais
consistente € atrombocitopenia, que ocorre em
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aproximadamente 90% dos cées e, segundo este
mesmo autor, 11 dos 18 caes na Alemanha
apresentavam anemia, com hematdcritos que variavam
de 19 a 39% (média, 32%)%. Neste estudo, foi
observada a presenca de 11/14 cées, totalizando
78,57% dos animais apresentando contagem
plaguetaria abaixo dos parametros de normalidade.
Segundo Lillehooke colaboradores, a medula 6ssea
de cées infectados contém aumento do numero
absoluto de megacaridcitos adultos e megacariécitos
imaturos, sugerindo que a trombocitopenia pode
ocorrer devido a destruicdo de plaguetas. Quanto a
presenca de anemia, 7/14 cées (50%) apresentaram
reducdo do numero de eritrocitos circulantes e/ou
volume globular (hematécrito), caracterizando assim
esta alteracao?.

Aeosinopeniaem grande escalatambém é
relatada paraser umacaracteristica importante deA.
phagocytophilum?®, contudo esta anormalidade
apresentou-se de formadiscreta nos resultados obtidos,
sendo presente apenas 3/14 cées (21,42%) com
eosinopenia. Na analise hematol dgica, foi observado
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Concluséo

O presente trabalho esta contribuindo para o
estudo soroepidemiolégico no pais e possivelmente
indicando a exposico dos animais e da populagdo
humana da regi&o a este agente.

A maioria das alteragBes clinicas e
hematol 6gicas encontradas neste trabalho foram
compativeis com as encontradas e relatadas na
literatura.

Uma investigagcdo molecular deve ser
empregada devido a presenca de animais reagentes e
0S riscos a saude publica, a fim de confirmar o
agentecausador daAnaplasmose Granulocitica Canina
e Humana.
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