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II  

Desinventar objetos. O pente, por exemplo.  

Dar ao pente funções de não pentear. Até que  

ele fique à disposição de ser uma begônia. Ou  

uma gravanha.  

Usar algumas palavras que ainda não tenham  

idioma.  

 

III  

Repetir repetir - até ficar diferente.  

Repetir é um dom do estilo.  

 

O livro das Ignorãças, Manoel de Barros 
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RESUMO 

 

A Anaplasmose Granulocítica Equina (AGE) é causada pelo Anaplasma phagocytophilum, 

bactéria intracelular obrigatória, Gram-negativa, membro da família Anaplasmataceae incluída 

na ordem das Rickettsiales. Pouco se sabe sobre a doença, dinâmica de transmissão, cepa e 

prevalência da doença no estado de Minas Gerais. O presente trabalho teve como objetivo 

apresentar os casos clínicos atendido na Clínica Médica de Equídeos do Hospital Veterinário da 

Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, descrever a prevalência desta 

afecção nas localidades estudadas e realizar uma avaliação laboratorial de equinos 

sororreagentes para A. phagocytophilum em três localidades do estado de Minas Gerais, Brasil. 

Também se objetivou descrever molecularmente a cepa do agente encontrada nas localidades 

estudadas com o sequenciamento nucleotídico de amostras que se mostrassem positivas ao teste 

da reação em cadeia da polimerase (PCR). Foram estudados animais provenientes do município 

de Belo Horizonte (224), Ataléia (84) e São Vicente de Minas (88). Em Belo Horizonte 

encontrou-se uma frequência ao exame da reação de imunofluorescência indireta (RIFI) de 

53,57% (120/224). Ao exame de capa leucocitária foi encontrado um percentual de 3,14% 

(7/223) de animais positivos e apenas 2,67% (6/96) dos animais foram positivos na reação em 

cadeia da polimerase (PCR). Em Ataléia e São Vicente de Minas encontrou-se uma frequência 

de animais reativos à RIFI de 76,16% (131/172). O exame de capa leucocitária revelou 12,87% 

(22/171) dos animais com inclusões em neutrófilos sugestivas de A. phagocytophilum e apenas 

1,68% (2/84) dos animais foram positivos na PCR, sendo realizado sequenciamento das 

amostras positivas. Os animais de Belo Horizonte apresentaram valores de hematologia dentro 

dos valores de referência. Estes animais apresentaram também, relação neutrófilo:linfócito 

acima dos valores de referência. Os animais não reativos à RIFI do município de São Vicente de 

Minas apresentaram valores de plaquetas acima dos valores. Os animais de Ataléia 

apresentaram valores de eritrócitos maiores que os de São Vicente de Minas. Ainda, foi 

observada elevação no número de leucócitos e linfócitos, com exceção do grupo não reativo de 

Ataléia. Os resultados alertam para a importância de mais estudos acerca da epidemiologia desta 

doença em todo o território brasileiro para que medidas de controle possam ser tomadas.  

 

Palavras-chave: equino; Anaplasma phagocytophilum; diagnóstico; sorologia; PCR; 

sequenciamento nucleotídico 
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ABSTRACT 

 

Equine Granulocytic Anaplasmosis is caused by Gram-positive, obligatory intracellular 

bacteria, member of the Anaplasmataceae family, included in the Rickettsiales order. Little is 

known about, disease transmission dynamics, strain and prevalence of the disease in the state of 

Minas Gerais. This study aimed to define seroprevalence of EGA in three localities in the state 

of Minas Gerais and realize a hematological and serum biochemistry evaluation of serology 

positive horses. 224 animal from Belo Horizonte and 172 animal from Ataléia e São Vicente de 

Minas were studied. In Belo Horizonte, the seroprevalence for indirect immunofluorescence 

assay was 53.54% (120/224). At examination of buffy coat smear a percentage of 3.14% (7/224) 

was find and only 2.67% of the animals were positive in polymerase chain reaction. In Ataléia 

and São Vicente de Minas the prevalence found in indirect immunofluorescence was 76.16% 

(131/172). At buffy coat smear evaluation, 12.87% (22/171) of the animals were positive and 

only 1.68% was positive in polymerase chain reaction. Animals from Belo Horizonte presented 

with hematology values within the expected for the specie. Although, values of MCHC was 

elevated. These animals also had neutrophils:limphocytes ratio and band cells values above of 

reference values. At biochemistry, only GGT was elevated. Animals that reacted in IFA from 

Ataléia had erythrocytes values higher than São Vicente de Minas animals. Also, it was 

observed thet leucocytes and lymphocytes numbers were higher than the other three groups. 

GGT was elevated in all animals from these groups. The results emphasize the importance of 

further studies on the epidemiology of this disease throughout the Brazilian territory so that 

control measures can be taken against the spread of the disease. 

 

Key-words: Equine; Anaplasma phagocytophilum; diagnosis; serology; PCR; nucleotidic 

sequencing. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Anaplasmose Granulocítica Equina 

(AGE) é causada pelo Anaplasma 

phagocytophilum, bactéria intracelular 

obrigatória, Gram-negativa, membro da 

família Anaplasmataceae incluída na ordem 

das Rickettsiales (Mezerville e Padilla–

Cuadra, 2007). Baseados em análises no 

RNA ribossômico 16S e no gene groESL, na 

presença de antígenos e características 

biológicas comuns, o agente da Erliquiose 

Granulocítica Humana (EGH), Ehrlichia 

equi, agente da Erliquiose Granulocítica 

Equina (EGE), e Ehrlichia phagocytophila, 

agente da Febre do Carrapato em 

ruminantes, foram reagrupadas em uma 

única espécie: Anaplasma phagocytophilum 

(Dumler et al., 2001; von Loewenich et al., 

2003). A bactéria infecta leucócitos 

polimorfonucleares do hospedeiro, 

principalmente os neutrófilos (Carlyon e 

Fikring, 2003). 

 

Anaplasma phagocytophilum se mantém na 

natureza de forma cíclica, alternando-se 

entre vetor (carrapatos) e mamíferos 

suscetíveis (Carlyon e Fikring, 2003). Além 

dos equídeos, os ruminantes, roedores, 

canídeos, aves e seres humanos são 

possíveis hospedeiros da bactéria (de la 

Fuente et al., 2005). O aumento do contato 

entre animais selvagens, domésticos e seres 

humanos eleva o risco de surtos de doenças 

transmitidas por carrapatos, dentre elas a 

anaplasmose. Esse contato estreito entre 

animais e seres humanos torna difícil a 

implementação de programas de controle 

tanto do vetor quanto da doença (de la 

Fuente et al., 2005). 

 

A primeira descrição do agente em equinos 

foi realizada em 1969 na Califórnia, Estados 

Unidos (Gribble, 1969; Stannard et al., 

1969) e em seres humanos em 1994, 

também nos Estados Unidos (Bakken et al., 

1994). A anaplasmose granulocítica é 

considerada uma das doenças transmitidas 

por carrapatos do gênero Ixodes mais 

disseminadas na Europa (Stuen, 2007). Em 

equinos, já foi descrito caso clínico na 

Alemanha (von Loewenich et al., 2003) e 

levantamentos sorológicos foram realizados 

no Brasil (Salvagni et al., 2010; Gavião 

Prado et al., 2011), Dinamarca (Hansen et 

al., 2010), Espanha (De La Fuente et al., 

2005) e Suiça (Pusterla et al., 1999). 

 

No Brasil, por se tratar de uma doença 

emergente, pouco se sabe sobre sua 

epidemiologia, fisiopatologia e transmissão. 

Há pesquisas soroepidemiológicas nos 

estados de Minas Gerais (Gavião Prado et 

al., 2011), Goiás e Distrito Federal (Salvagni 

et al., 2010). Em um levantamento clínico 

sorológico na região centro – oeste do 

Brasil, Salvagni et al. (2010) encontraram 

uma prevalência de 65% de equinos 

positivos para A. phagocytophilum pelo teste 

de ELISA. Apesar disto, nenhum equino foi 

positivo pelo exame microscópico de capa 

leucocitária ou nested PCR (nPCR). Já 

Gavião Prado et al. (2011), em estudo feito 

com equídeos de tração da região 

metropolitana de Belo Horizonte, apesar de 

terem encontrado soroprevalência 

semelhante (64,91%), obtiveram resultado 

de 28,06% de animais positivos pelo exame 

microscópico de capa leucocitária. 

 

A anaplasmose granulocítica é caracterizada 

por sinais clínicos de hipertermia, anorexia, 

depressão, edema de membros, ataxia e 

baixa mortalidade. Corpúsculos de inclusão 

em neutrófilos, leucopenia, trombocitopenia 

e anemia leve são as alterações 

hematológicas mais relatadas (Gribble, 

1969; Salvagni et al., 2010). Em equinos a 

doença 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 diagnóstico da AGE é realizado por meio 

dos sinais clínicos e presença de inclusões 

intracitoplasmáticas em granulócitos, 

principalmente neutrófilos (Stannard et al., 
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1969; De La Fuente et al., 2005; Salvagni et 

al., 2010). Métodos sorológicos e 

moleculares como ELISA, Reação de 

Imunofluorescência indireta (RIFI) e Reação 

em Cadeia de Polimerase (PCR) também são 

utilizados para diagnóstico do agente (de la 

Fuente et al., 2005; Hansen et al., 2010; 

Salvagni et al., 2010). A reação de 

Imunofluorescência indireta é considerado 

um bom método de diagnóstico para o A. 

phagocytophilum, apesar de possuir uma 

sensibilidade e especificidade mais baixas, 

quando comparado ao ELISA (Zimmerman 

e Crisman, 2008). 

 

A AGE ainda é uma doença sub 

diagnosticada em todo o território brasileiro 

e causa grandes impactos econômicos e de 

saúde pública no mundo, mas ainda não se 

sabe qual sua situação no território 

brasileiro, sendo de real importância se fazer 

um levantamento de seu status 

epidemiológico e assim se tomar as medidas 

necessárias de controle da doença. Além 

disso, por não se saber qual o vetor e se a 

doença possui caráter zoonótico no Brasil, o 

conhecimento sobre seu ciclo na natureza e 

nos animais domésticos é importante para 

que se evite a infecção de seres humanos e 

suas consequências. 

 

O presente trabalho teve como objetivo 

apresentar os casos clínicos atendido na 

Clínica Médica de Equídeos do Hospital 

Veterinário da Escola de Veterinária da 

Universidade Federal de Minas Gerais, 

descrever a prevalência desta afecção nas 

localidades estudadas e realizar uma 

avaliação laboratorial de equinos 

sororreagentes para A. phagocytophilum em 

três localidades do estado de Minas Gerais, 

Brasil. Também se objetivou descrever 

molecularmente a cepa do agente encontrada 

nas localidades estudadas com o 

sequenciamento nucleotídico de amostras 

que se mostrassem positivas ao teste da 

reação em cadeia da polimerase (PCR). 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Agente etiológico e ciclo biológico 

 

Anaplasma phagocytophilum é a nova 

designação para três espécies de bactérias 

granulocíticas: Ehrlichia phagocytophila, 

Ehrlichia equi e o agente da Erliquiose 

Granulocítica Humana. Esta nomenclatura 

foi baseada na relação genética e antigênica, 

na predileção por células de sangue 

periférico derivadas de precursores da 

medula óssea, principalmente os neutrófilos 

e morfologia das três espécies (Dumler et 

al., 2001; von Loewenich et al., 2003; 

Woldehiwet, 2010). Os três organismos 

apresentam, pelo menos, 99,1% de 

similaridade nas sequências de nucleotídeos 

do gene do 16S rRNA e possuem 100% de 

similaridade na sequência de aminoácidos da 

proteína groESL. Outra característica 

comum às três espécies é a participação de 

um vetor invertebrado na sua transmissão, 

sendo o principal responsável o carrapato 

(Dumler et al., 2001). Assim, o agente foi 

classificado dentro do gênero Anaplasma, 

família Anaplasmataceae e ordem 

Rickettsiales (Dumler et al., 2001; Lillini et 

al., 2006; Woldehiwet, 2010). 

 

Anaplasma phagocytophilum é uma bactéria 

Gram-negativa, geralmente pleomórfica, 

cocóide a elipsoidal, que se reproduz por 

fissão binária, uniforme ou não, dentro de 

vacúolos ligados à membrana 

citoplasmática. Podem ser únicos ou 

múltiplos, chamados de inclusões ou 

mórulas, medindo entre 1,5 a 2,5 µm, 

podendo chegar até a 6µm. As células 

bacterianas podem possuir diâmetro de até 

2µm em cultivos celulares utilizando células 

embrionárias de carrapatos. Análises 

ultraestruturais de neutrófilos equinos 

infectados por A. phagocytophilum 

revelaram que as células continham apenas 

pequenas mórulas contendo células 

bacterianas reticuladas, com parede 

citoplasmática ondulada e solta. Em alguns 

casos a membrana da mórula era cercada 
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perpendicularmente por microfilamentos 

citoplasmáticos que mediam entre 5 a 6 nm 

de diâmetro. O agente infecta leucócitos 

granulócitos circulantes, principalmente 

neutrófilos (Popov et al., 1998; Dumler et 

al., 2001; Rikihisa et al., 2010). 

 

Niu et al. (2008) demonstraram que a 

bactéria é capaz utilizar, a seu favor, o 

mecanismo de autofagia celular. A. 

phagocytophilum ao entrar na célula 

hospedeira se desvia da rota endossomal  

e se replica em compartimentos ligados  

à membrana citoplasmática. Esses 

compartimentos possuem bi camada lipídica, 

característica de autofagossomos. Eles não 

possuem a capacidade de se fundir a 

lisossomos, o que favorece a infecção e 

replicação do agente no interior das células 

do hospedeiro, formando as inclusões 

intracitoplasmáticas ou mórulas, observadas 

à microscopia ótica. Isso explica a 

controvérsia da sobrevivência do agente no 

interior de neutrófilos, já que essa é uma 

célula que participa de primeira linha de 

defesa contra patógenos, por meio de um 

arsenal de mecanismos oxidativos e não 

oxidativos.  

 

Os neutrófilos são células altamente 

perecíveis, sobrevivendo na corrente 

sanguínea por apenas seis a 12 horas, mas 

sua meia vida aumenta durante a inflamação. 

A bactéria parece ser capaz de alterar a meia 

vida do neutrófilo, tanto in vitro quanto in 

vivo (Carlyon e Fikrig, 2003). Para 

comprovar o atraso na apoptose de 

neutrófilos infectados Scaife et al. (2003) 

analisaram amostras de neutrófilos de 

ovelhas infectadas ou não. Após a coleta do 

sangue, isolamento e purificação dos 

neutrófilos, estes foram cultivados por 22 

horas. A taxa de apoptose dos neutrófilos 

infectados foi significativamente menor que 

a dos neutrófilos do grupo controle (30±7% 

e 52%±5%, respectivamente). Esse atraso é 

importante para a replicação do agente, pois 

o mesmo possui uma baixa taxa de 

crescimento (Carlyon e Fikrig, 2003). 

A. phagocytophilum compartilha vários 

antígenos de membrana e sequências de 

nucleotídeos no seu DNA com as bactérias 

Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, 

Ehrlichia ruminantium e Anaplasma  

platys. Isto pode ser útil para a diferenciação 

e verificação da contaminação de  

amostras provenientes de cultivos celulares 

submetidas a análises por PCR, além 

daqueles antígenos serem possíveis 

responsáveis pela ocorrência de reações 

cruzadas em outras espécies como cães e 

ruminantes (Munderloh et al., 1996; Popov 

et al., 1998; Ferreira et al., 2008, Santos et 

al., 2011). 

 

Existem evidências da existência de cepas 

que se diferem genética, fenotípica e 

antigenicamente, tornando-as relativamente 

espécie-específicas, o que impede que haja 

infecção de todos os hospedeiros por  

todas as cepas. Variação antigênica, 

principalmente das proteínas de membrana, 

é um dos principais mecanismos de evasão 

da resposta imune do hospedeiro. Em um 

estudo realizado nos Estados Unidos da 

América, verificou-se que a cepa que 

infectava um roedor silvestre na Califórnia 

não foi capaz de causar doença clínica 

quando inoculadas em equinos saudáveis. 

Além disso, não foram encontradas mórulas 

nas células circulantes, não houve 

soroconversão e não foi detectado DNA de 

A. phagocytophilum no sangue dos equinos 

(Swanson et al., 2006; Foley et al., 2008).  

Já Silaghi et al. (2011), na Alemanha, 

verificaram diferenças genéticas entre cepas 

da bactéria ao estudarem 14 casos de 

ocorrência natural da AGE. Os 

pesquisadores sequenciaram e compararam 

quatro genes específicos: 16S rRNA, 

groESL, msp2 e msp4, encontrando quatro 

diferentes sequências de nucleotídeos nos 

genes que codificam o 16S rRNA, a proteína 

groESL e a proteína de membrana msp2. 

Apenas três sequências diferentes foram 

encontradas no gene da proteína de 

membrana msp4. Segundo o estudo há 

evidências de que diferentes cepas infectem 
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animais de vida livre e domésticos e que 

mais de uma cepa pode infectar equinos 

tanto na Alemanha quanto em outros países. 

 

Pouco se sabe sobre o ciclo biológico do A. 

phagocytophilum e sobre os locais de 

replicação antes da infecção dos 

granulócitos do hospedeiro (Woldehiwet, 

2010). Alguns estudos citam a participação 

de tecidos e órgãos como pulmão, baço e 

medula óssea como locais não só de 

replicação primária do microorganismo 

como também também durante o processo 

da doença (Walker e Dumler, 1996; Lepidi 

et al., 2000). Munderloh et al. (2004) 

demostraram ser a bactéria capaz de infectar 

células endoteliais de macaco Rhesus e 

bovinas in vitro. A partir deste achado 

levantaram a hipótese de que as células 

endoteliais estariam envolvidas no 

estabelecimento da infecção, tanto aquelas 

infectadas pelo agente quanto aquelas 

atuando como apresentadoras de antígeno. 

 

Sabe-se que a larva do carrapato eclode  

do ovo livre de infecção pelo agente, pois  

a transmissão é transestadial e não 

transovariana. Ao fazer o repasto sanguíneo 

em animal infectado ela se infecta e, após 

ecdise, mantém-se infectada e apta a 

transmitir a doença para outro hospedeiro 

susceptível ou reservatório, mantendo o 

ciclo da doença. Após o repasto sanguíneo e 

a ecdise, a ninfa se transforma em adulto, 

que pode também estar infectado pela 

bactéria. Além desse tipo de transmissão, 

todos os estágios do carrapato são 

susceptíveis de contraírem a infecção após 

se alimentarem em um hospedeiro infectado. 

Essa dinâmica de infecção e transmissão 

entre bactéria e vetor pode ser exemplificada 

pelo menor número de ninfas infectadas, 

quando comparadas a indivíduos adultos, em 

um estudo realizado na cidade de Leipzig, 

Alemanha (Silaghi et al., 2012). 

 

Essa dinâmica não é ditada apenas pela 

presença ou não do vetor. Fatores abióticos 

como duração dos dias, temperatura e 

umidade interferem na quantidade de vetores 

disponíveis para manter o ciclo e em qual 

ciclo de vida tais vetores se encontram. 

Carrapatos Ixodídeos podem passar por um 

processo chamado diapausa, no qual 

indivíduos adultos que não se alimentaram 

após fazerem a ecdise adiam sua busca por 

hospedeiros, até que encontrem uma 

situação climática favorável. Normalmente, 

a diapausa é influenciada pelo fotoperíodo 

negativo, ou seja, durante a estação de 

inverno em que os dias são curtos e as noites 

longas. Assim, carrapatos que emergem da 

fase de ninfa nos meses de julho a setembro, 

nos países do hemisfério sul, tendem a adiar 

sua busca por hospedeiros até os meses de 

chuva, de novembro a fevereiro (Madder et 

al., 1999; Randolph, 2008). 

 

2.2. Cultivo celular do agente 

 

In vitro, a bactéria pode ser cultivada em 

células humanas HL-60 (linhagem pró 

mielocítica), células embrionárias de 

carrapatos Ixodes scapularis (IDE8 e ISE6) 

e em células endoteliais de seres humanos, 

macacos Rhesus, bovinos e células de 

linhagem de macrófago canino (DH82) 

(Goodman et al., 1996; Muderloh et al., 

1996; Popov et al., 1998; Muderloh et al., 

1999; Muderloh et al., 2004). Por se tratar 

de uma bactéria intracelular obrigatória não 

se sabe qual seu comportamento fora das 

células do hospedeiro, seja ele mamífero ou 

invertebrado (Woldehiwet, 2010). Em 

experimento utilizando células embrionárias 

de carrapato (Ixodes scapularis; IDE8)  

para verificar a infectividade do agente, 

Munderloh et al. (1996) utilizaram três tipos 

de anticoagulantes (ácido cítrico-dextrose 

[ACD], heparina e EDTA). Os 

pesquisadores verificaram que os melhores 

são a heparina e o EDTA. Os resultados 

demonstraram que após 11 dias de infecção 

da cultura celular apenas 0,3% das células 

que receberam sangue coletado com ACD 

apresentavam-se infectadas, 0,6% das que 

receberam sangue com EDTA e 1% das que 

receberam sangue coletado com heparina. 
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Os autores também realizaram análise por 

microscopia óptica e ultraestrutural das 

células infectadas e encontraram as mórulas 

presentes nas células IDE8 diferentes das 

encontradas em neutrófilos de equinos 

infectados naturalmente. Além disso, 

observaram que em culturas mais velhas 

havia presença de mais de uma mórula, 

podendo chegar a mais de seis por célula. 

 

A bactéria foi isolada e cultivada em células 

HL-60 na Escandinávia a partir de sangue de 

dois equinos doentes. O sangue foi coletado 

e armazenado a -20º C antes de ser semeado 

no cultivo celular. A presença de mórulas 

nas células foi verificada após sete dias de 

infecção. A porcentagem de infecção 

aumentou, passando de 10% aos sete dias 

para 60% aos 16 dias, seguida por uma 

queda na taxa de infecção, que chegou a 

apenas 20% aos 26 dias pós-inoculação. 

Essa foi a primeira descrição, na Europa, da 

utilização de sangue previamente congelado 

para isolamento e cultivo de A. 

phagocytophilum (Bjöersdorff et al., 2002). 

Foggie (1966) foi o primeiro pesquisador a 

manter o agente congelado a uma 

temperatura de -79º C utilizando 

dimetilsulfoxido ou glicerol como 

crioprotetores. As amostras permaneceram 

viáveis mesmo após 18 meses de 

congelamento e causaram doença clínica, 

após inoculação em ovelhas e cobaias. 

 

2.3. Hospedeiros 

 

2.3.1. Hospedeiros invertebrados (vetores) 

 

Existem em todo o mundo aproximadamente 

865 espécies de carrapatos. Destes, 650 são 

classificados como parte da família 

Ixodidae, que tem como principal 

característica a presença de uma placa 

dorsal, conhecida como escudo. Deste total, 

240 espécies são do gênero Ixodes, 

espalhados por todo o mundo. Na região 

neotropical, à qual está inserido o Brasil, 

estão descritas 46 espécies de Ixodes, sendo 

38 endêmicas (Swanson et al., 2006; 

Onofrio et al., 2009). 

  

Na Europa, Ásia e América do Norte o 

agente é sabidamente transmitido por 

carrapatos pertencentes ao complexo Ixodes 

ricinus, que compreende as espécies I. 

scapularis, I. pacificus, I. ricinus e I. 

persulcatus. Tais espécies são heteroxênicas, 

se alimentando de um hospedeiro diferente 

em cada fase do seu ciclo de vida e não são 

espécie-específicos (Swanson et al., 2006).  

 

A análise molecular para detecção do DNA 

do A. phagocytophilum, em carrapatos I. 

ricinus, tem sido realizada em difentes 

países, tanto em área urbana quanto rural. A 

prevalência variou de 8,7% na Alemanha 

(Silaghi et al., 2012), de 2,7 a 17,5% na 

Turquia (Sen et al., 2011) e de 1,15% na 

Suécia (Severinsson et al., 2010). 

 

Entretanto, de la Fuente et al. (2004) ao 

avaliarem diferentes espécies de carrapatos, 

que infectavam mamíferos na região central 

da Espanha, verificaram a presença do A. 

phagocytophilum nos carrapatos Hyalomma 

m. marginatum, Rhipicephalus bursa e 

Dermacentor marginatum e nenhum 

carrapato do gênero Ixodes spp. apresentava 

a infecção. Tal achado sugere que possa 

haver outras espécies de carrapatos 

pertencentes à família Ixodidae, mas não ao 

gênero Ixodes, responsáveis pela 

transmissão da bactéria, principalmente em 

áreas onde há a presença do patógeno sem 

que haja a presença de seus principais 

vetores. Outros artrópodes, como os ácaros, 

podem possuir importância na transmissão 

do agente, Fernandéz-Soto et al. (2001) 

encontraram evidência moleculares da 

presença do agente em larvas da espécia 

Neotrombicula autumnalis, coletadas na 

vegetação da região norte da Espanha. 

 

Apesar de o Brasil ocupar a maior parte da 

região neotropical do hemisfério sul, a fauna 

de carrapatos do gênero Ixodes é escassa. 

Das 240 espécies conhecidas em todo o 
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mundo, apenas oito são encontradas no 

Brasil e nenhuma delas pertencentes ao 

complexo I. ricinus (Dantas-Torres et al., 

2009; Onofrio et al., 2009). Desta forma, 

não se conhece o vetor responsável pela 

transmissão da AGE no Brasil (Salvagni et 

al., 2010; Gavião Prado et al., 2011). 

 

2.3.2. Hospedeiros mamíferos/reservatórios 

 

Anaplasma phagocytophilum apresenta uma 

grande variedade de espécies de hospedeiros 

vertebrados, domésticos ou não, dentre eles: 

ruminantes, roedores, equídeos, canídeos, 

aves migratórias e carnívoras e seres 

humanos (Dumler et al., 2001; de la Fuente 

et al., 2005; Massung et al., 2005; Dugan et 

al., 2006; Machado et al., 2012). Existem 

três tipos de hospedeiros vertebrados: 

aqueles verdadeiramente susceptíveis, os 

hospedeiros reservatórios e os hospedeiros 

finais. Os hospedeiros verdadeiramente 

susceptíveis desenvolvem a doença e 

apresentam grande quantidade do agente 

circulante durante a doença clínica; os 

hospedeiros reservatórios não desenvolvem 

a doença, mas apresentam parasitemia 

significante; os hospedeiros finais, não 

apresentam quantidades significantes do 

agente na circulação (Swanson et al., 2006).  

 

Nos Estados Unidos o principal hospedeiro 

reservatório é um pequeno roedor 

(Peromyscus leucopus). Outro mamífero  

tem sido incriminado como hospedeiro 

reservatório da doença, o veado da  

cauda branca (Odocoileus virginianus). 

Ambos hospedeiros são habitantes naturais 

do país e frequentemente têm sido 

encontrados parasitados por carrapatos do 

gênero Ixodes, com infecção por Anaplasma 

phagocytophilum e ausência de 

sintomatologia clínica (Bakken e Dumler, 

2000; Massung et al., 2005; Dugan et al., 

2006). Já na Europa, as espécies 

consideradas como principais reservatórios 

da doença são os cervídeos (Cervus elaphus 

hispanicus e Capreolus capreolus), bovinos 

(Bos taurus taurus), pequenos roedores 

(Myodes glareolus e Apodemus flavicollis), 

suínos selvagens (Sus scrofa) e aves (Turdus 

merula, Fringilla coelebs e Passer 

domesticus) (de la Fuente et al., 2005; 

Silaghi et al., 2012).  

 

Um experimento realizado em Leipzig, 

Alemanha, analisou a presença do vetor (I. 

ricinus) e a presença do agente no sangue, 

transudatos ou órgãos de pequenos 

mamíferos. Foram encontrados ambos, vetor 

e agente, em dois roedores (M. glareolus). 

Um dos roedores também apresentou o 

agente no rim (Silaghi et al., 2012). 

Magnarelli et al. (2010) demonstraram que o 

cervo de cauda branca (Odocoileus 

virginianus), apesar de não desenvolver 

sinais clínicos, apresentam anticorpos anti-

A. phagocytophilum na corrente sanguínea. 

 

A. phagocytophilum é capaz de causar 

doença clínica em ruminantes, canídeos, 

equídeos e seres humanos, considerados 

hospedeiros verdadeiros. Apesar da 

denominação, alguns autores consideram os 

seres humanos como hospedeiros erráticos 

(Leiby e Gill, 2004; De la Fuente et al., 

2005; Silaghi et al., 2012). No Brasil, apesar 

da pouca literatura existente sobre o assunto, 

equídeos, cães e aves carnívoras foram 

descritos como hospedeiros do agente. Os 

métodos utilizados para o diagnóstico de A. 

phagocytophilum foram o exame direto de 

capa leucocitária, RIFI, ELISA e PCR 

(nested PCR e RT-PCR) (Salvagni et al., 

2010; Gavião Prado et al., 2011; Santos et 

al., 2011; Machado et al., 2012).  

 

2.4. Epidemiologia 

 

O A. phagocytophilum é considerado uma 

bactéria cosmopolita, tendo sido descrita em 

países da Europa oriental e ocidental (De la 

Fuente et al., 2005; Stuen, 2007; Hansen et 

al., 2010; Severinsson et al., 2010; Adaszek 

e Winiarczyk, 2011), Asia (Sen et al., 2011), 

América do Norte (Bakken et al., 1994; 

Goodman et al., 1996; Madigan et al., 1996; 

Chae et al., 2000;) e América do Sul 
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(Salvagni et al., 2010; Gavião Prado et al., 

2011).  

 

A dinâmica de doenças transmitidas por 

carrapatos, entre elas a AGE, é complexa, 

em parte devido a três condições que devem 

ser atendidas para manutenção dos os ciclos 

de transmissão. Primeiramente, deve haver 

uma espécie de hospedeiro vertebrado 

susceptível à infecção pelo agente e que o 

mesmo tenha bacteremia alta o suficiente 

para que o carrapato possa se infectar 

durante o repasto sanguíneo. A segunda 

seria a capacidade do vetor em se infectar, 

manter a infecção por períodos longos sem 

se alimentar também durante a ecdise e, 

mesmo assim, ser capaz de infectar um novo 

hospedeiro vertebrado. Por último, deve 

haver na área, indivíduos susceptíveis para 

que a doença possa ser mantida. A presença 

de reservatórios naturais competentes, 

diferentes hábitos alimentares entre as 

espécies de carrapato e variações na 

virulência das cepas presentes contribuem 

conjuntamente para que haja diferenças 

geográficas na distribuição do agente 

(Swanson et al., 2006).  

 

Atividades dos seres humanos mudam 

vastamente a paisagem e o meio ambiente, 

levando a alterações na fauna e produzindo 

circunstâncias que levam a um aumento das 

chances de ocorrerem epidemias de 

anaplasmose granulocítica. Tais mudanças 

resultam na alteração da distribuição 

espacial de carrapatos e hospedeiros 

vertebrados e, também, na introdução de 

seres humanos e animais domésticos, entre 

eles o equino, no ciclo carrapato-patógeno-

animais selvagens. Pela grande variação 

antigênica e de virulência de acordo com a 

cepa e com o hospedeiro, a importância de 

A. phagocytophilum como um problema de 

saúde pública pode variar entre as diversas 

regiões onde o agente está presente (De la 

Fuente et al., 2004; Telford III e Goethert, 

2004; Foley et al., 2008; Granquist et al., 

2010a). 

 

O fator de risco é definido como o atributo 

de um grupo da população que apresenta 

maior incidência de uma doença ou agravo à 

saúde, em comparação com outros grupos 

definidos pela ausência ou menor exposição 

a tal característica (Almeida Filho e 

Rouquayrol, 2006). Ou seja, nova interação 

entre hospedeiros, vetores e patógeno é 

considerado um importante fator de risco 

para o desenvolvimento da doença em certa 

região geográfica (De la Fuente et al., 2005; 

Swansson et al., 2006). Outro fator de risco 

importante para anaplasmose granulocítica é 

a introdução de um indivíduo infectado  

e/ou doente em um grupo saudável,  

porém susceptível. Zhang et al. (2008) 

relataram a transmissão nosocomial de A. 

phagocytophilum em seres humanos, através 

do sangue e de secreções respiratórias. São 

poucos os relatos da transmissão natural do 

agente sem a participação do vetor, mas, 

sabe-se que ela pode acontecer por 

exposição ao sangue contaminado e 

tranplacentária, em seres humanos (Bakken 

et al., 1996; Horowitz et al., 1998).  

 

Situações experimentais, utilizando sangue 

de animais infectados por A. 

phagocytophilum, conseguiram reproduzir a 

doença clínica em várias espécies (Foggie, 

1966; Stuen e Artursson, 2000; Bjöersdorff 

et al., 2002; Davies et al., 2011). Este fato 

reafirma a transmissão através de 

transfusões de sangue de um paciente a um 

indivíduo susceptível, sem a participação do 

carrapato, como vetor. Mais estudos são 

necessários para que se possa saber qual a 

importância epidemiológica da transmissão 

por transfusão de sangue na AGE (Cable e 

Leiby, 2003; Leiby e Gill, 2004).  

 

Para se conhecer a real situação da doença 

em diversas regiões do mundo, 

levantamentos sorológicos e moleculares 

vêm sendo realizados. Hansen et al. (2010), 

a fim de saberem qual o status da afecção na 

Dinamarca, testaram, através de ELISA para 

A. phagocytophilum e Borrelia burgdorferi, 

390 equinos das principais regiões do país. 
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Os autores encontraram 22,3% dos animais 

positivos para A. phagocytophilum e 29,0% 

para B. burgdorferi. Já Salvagni et al. 

(2010), realizaram diagnóstico direto 

(microscopia óptica), sorológico (ELISA e 

RIFI) e molecular (PCR), para A. 

phagocytophilum e Theileria equi, em 20 

equinos da região centro-oeste brasileira. Os 

pesquisadores constataram 13 (65%) dos 

animais positivos sorologicamente para A. 

phagocytophilum e 18 (90%) positivos para 

T. equi, utilizando o teste de ELISA. Os 

testes realizados por meio da RIFI revelaram 

que 17 (85%) animais foram positivos para 

T. equi. Nenhum animal apresentou 

resultado positivo tanto para as análises 

moleculares quanto no diagnóstico direto 

das afecções. Entretanto, Gavião Prado et al. 

(2011), em um estudo com equídeos de 

tração da região metropolitana de Belo 

Horizonte; Minas Gerais, empregando como 

método diagnóstico a microscopia óptica  

e a RIFI, obtiveram 64, 91% de  

animais positivos para A. phagocytophilum e 

28,06% dos animais apresentando  

inclusões intracitoplasmáticas ao exame de 

microscopia óptica. Já Praskova et al. 

(2011), em outro levantamento sorológico 

realizado na República Tcheca, encontraram 

uma prevalência de 73% de animais 

positivos para A. phagocytophilum, pela 

técnica da RIFI. Além disso, os autores 

constataram uma associação entre o sexo do 

animal e seu status sorológico, sendo as 

fêmeas mais predispostas a apresentarem a 

infecção. Não foi encontrada associação 

entre a idade e taxa de soropositividade. A 

alta prevalência encontrada no estudo e a 

baixa ocorrência da doença clínica nos 

animais do país sugerem uma alta frequência 

de infecção, podendo ser maior que 1,5 

vezes ao ano. 

 

Trabalhando com seres humanos, Park et al. 

(2003) testaram 271 soros de pacientes sul 

coreanos para detectar anticorpos contra A. 

phagocytophilum e Ehrlichia chaffeensis 

através de RIFI e Western Blot. Utilizando 

RIFI, 30 (11,1%) e 39 (14,4%) dos soros 

foram positivos para A. phagocytophilum e 

Ehrlichia chaffeensis, respectivamente. Já 

por meio da técnica de Western Blot, 24 

(8.9%) e 29 (10.7%) dos soros foram 

positivos para A. phagocytophilum e 

Ehrlichia chaffeensis, respectivamente. Tais 

resultados demonstraram a ocorrência de 

ambos patógenos em seres humanos na 

Coréia do Sul.  

 

O levantamento sorológico de animais 

selvagens e considerados reservatórios do 

agente é de extrema importância para saber a 

distribuição do agente em uma determinada 

região. Magnarelli et al. (2010) analisaram 

224 soros de cervos de cauda branca 

(Odocoileus virginianus), por meio de RIFI 

e ELISA, para detecção de anticorpos contra 

B. burgdorferi e A. phagocytophilum. As 

amostras foram coletadas em 44 cidades do 

estado de Connecticut, Estados Unidos, 

durante 11 anos. Constatou-se que 124 das 

224 amostras analisadas eram positivas para 

A. phagocytophilum utilizando-se RIFI 

como método diagnóstico. Os autores 

analisaram, ainda, soro de oito cervos que 

foram capturados e marcados e tiveram o 

sangue coletado. Os mesmo cervos foram 

recapturados e passaram pelo mesmo 

procedimento quando capturados pela 

primeira vez, após algumas recapturas os 

autores haviam coletado 18 amostras destes 

mesmos oito animais. As análises mostraram 

que não houve grande variação nos títulos de 

anticorpos para esses animais, apesar de os 

intervalos entre captura, soltura e recaptura 

variarem de 17 dias a cinco anos. Os cervos 

do estado de Connecticut estão em constante 

contato com o vetor e consequentemente 

com o agente da doença no país.  

 

Existem regiões onde há uma estabilidade 

enzoótica, ou seja, um estado natural  

de equilíbrio entre a presença de um 

patógeno transmissível e de hospedeiros 

razoavelmente resistentes ao patógeno. 

Normalmente esse equilíbrio é encontrado 

na natureza como resultado de uma 

adaptação dos hospedeiros ao longo da vida, 
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animais recém-nascidos se infectam por uma 

cepa virulenta e se tornam imunes sem 

demonstrar sintomatologia clínica da doença 

e os adultos mantêm a imunidade através de 

contatos periódicos com o agente (Praskova 

et al., 2011). Esta situação epidemiológica é 

capaz de explicar os resultados encontrados 

por Magnarelli et al. (2003) no estado de 

Connecticut, nos Estados Unidos e por De la 

Fuente (2005) na região central da Espanha. 

 

2.5. Fisiopatogenia 

 

Davies et al. (2011) baseando-se na hipótese 

de que a resposta imune do hospedeiro, 

principalmente o equilíbrio entre as 

respostas pró e anti inflamatórias, são 

responsáveis pela sintomatologia clínica e 

pelas alterações hematológicas observadas 

na anaplasmose granulocítica equina, 

realizaram um estudo utilizando oito 

equinos. Os autores infectaram os animais e 

os dividiram em dois grupos, tratados com 

dexametasona (40 mg por animal) entre os 

dias 4 e 8 após a infecção e não tratados. 

Todos os animais, de ambos os grupos, 

foram positivos para A. phagocytophilum a 

partir do quarto dia de infecção e assim 

permaneceram até o 12º dia. O diagnóstico 

foi feito através de RT-PCR e por 

microscopia óptica. Não houve diferença do 

número de células infectadas no pico da 

bacteremia entre os grupos, mas a carga 

bacteriana ao longo de todo o curso da 

doença foi maior para o grupo dos animais 

tratados. Também foi observado que, apesar 

de todos os animais dos dois grupos 

apresentarem os mesmo sinais clínicos 

(anorexia moderada, letargia, relutância em 

mover e icterícia), os animais tratados 

apresentaram edema de membros menos 

pronunciado e mais tardiamente. Em relação 

à resposta imune, não houve alteração 

significativa da transcrição das citocinas 

pró-inflamatórias nos animais tratados, 

durante os quatro dias de tratamento. Já no 

grupo não tratado houve redução das 

citocinas anti-inflamatórias apenas no 

sétimo dia pós-infecção. Levando em 

consideração a razão de apenas duas 

citocinas (IL-10 e INF-γ), os animais 

tratados apresentaram uma diminuição da 

resposta pró-inflamatória entre os dias 

quatro e nove. Os autores concluíram que a 

modulação da resposta inflamatória através 

do uso de dexametasona não foi capaz de 

diminuir significativamente as alterações 

hematológicas encontradas durante a 

anaplasmose granulocítica equina. 

 

Lepidi et al. (2000) ao compararem os 

aspectos patológicos da infecção e a 

distribuição tecidual do agente em seres 

humanos, equinos e ovelhas, observaram 

que os sete pacientes humanos, naturalmente 

infectados apresentaram febre, dores de 

cabeça, dores no corpo, leucopenia, 

trombocitopenia e aumento das enzimas 

hepáticas (alanina aminotransferase [ALT] e 

aspartato aminotransferase [AST]). Ao 

exame histopatológico esplênico de quatro 

dos sete pacientes foi encontrado depleção 

linfoide, eritro e leucofagocitose, e aumento 

do número de célula apoptóticas, a medula 

óssea de dois pacientes apresentavam-se 

normocelulares e com presença de  

todos os precursores hematopoiéticos em 

números esperados. Amostras histológicas 

do fígado de quatro pacientes apresentavam  

infiltrados linfohistiocitários periportal 

moderados, hepatite lobular linfohistiocitária 

moderada e em dois casos houve hiperplasia 

de células de Kupfer. Os equinos 

experimentalmente infectados apresentaram 

sintomatologia clínica típica e evidência 

laboratorial de lesão hepática. À 

histopatologia, os principais achados foram 

lesões inflamatórias em vários órgãos: 

pulmões, vasos sanguíneos, rins e intestinos. 

O baço apresentava depleção linfoide 

moderada e congestão eritrocítica da  

polpa vermelha. Uma única ovelha utilizada 

no estudo foi infectada experimentalmente  

e eutanasiada após cinco dias de  

infecção apresentando sintomatologia clínica 

esperada para a doença, presença de 

inclusões em neutrófilos circulantes e 

depleção linfoide do baço, à microscopia.  
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À imunohistoquímica, foram observados 

neutrófilos infectados no lúmen de vasos 

sanguíneos esplênicos e na microvasculatura 

pulmonar de equinos e seres humanos. A 

presença da bactéria nos pulmões foi 

associada à lesão alveolar. 

 

Biópsias de pele realizadas no local  

onde houve a picada do vetor (Ixodes 

ricinus) de 38 cordeiros foram analisadas 

através de histologia e imunohistoquímica 

por Granquist et al. (2010b). Os exames 

revelaram que 35 dos 38 apresentavam 

lesões inflamatórias caracterizadas por 

espessamento de epiderme, fibroplasia e 

infiltrado inflamatório perivascular. Em  

17 das 38 amostras analisadas por 

imunohistoquímica foram observada a 

presença de agente etiológico, que estavam 

associados a infiltrados inflamatórios, 

principalmente dentro de neutrófilos e 

macrófagos. Também foram encontrados nas 

túnicas médias e adventícia e raramente  

na túnica íntima associadas à vasculite.  

Os autores encontraram correlação entre  

o grau de inflamação do local da  

picada do carrapato e o número de A. 

phagocytophilum encontrados na lesão por 

imunohistoquímica. O estudo sugere, mas 

não confirma a participação de neutrófilos, 

macrófagos e células endoteliais na infecção 

primária.  

 

Pesquisadores concordam com a teoria de 

que a produção de citocinas pró-

inflamatórias participa da patogenia da 

hipertermia, neutropenia, trombocitopenia e 

lesão tecidual de animais e seres humanos 

infectados, principalmente porque a bactéria 

induz a uma resposta pró-inflamatória 

modulada por linfócitos Th1, com  

grande produção de interferon gama (INF-

γ), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina 1β (IL-1β) e interleucina 8 (IL-

8). Tais citocinas já são conhecidas por 

serem responsáveis por causarem alterações 

como as citadas acima (Lepidi et al., 2000; 

Kim et al., 2002; Choi et al., 2007; Davies et 

al., 2011). Dumler et al. (2000) ao 

pesquisarem a produção de citocinas séricas 

em pacientes humanos, durante a fase aguda 

da doença, constataram aumento de INF-γ, 

IL-1β e Interleucina 10 (IL-10) quando 

comparados com a fase de convalescença ou 

com indivíduos hígidos, além de baixos 

níveis de TNF-α e Interleucina 4 (IL-4).  

  

Klein et al. (2000) ao pesquisarem a 

produção in vitro de citocinas e quimiocinas 

por cultivos celulares HL-60, infectados por 

A. phagocytophilum, recebendo ou não 

tratamento com DMSO que resulta na 

diferenciação das células promielocíticas 

HL-60 em células da linhagem neutrofílica, 

verificaram que a infecção não estimula a 

produção in vitro de citocinas pró-

inflamatórias como interleucina 1 (IL-1), 

interleucina 6 (IL-6) ou TNF- α. Ocorreu 

produção significativa de IL-8, proteína 

inflamatória de macrófago 1 alfa (MIP-1α) e 

beta (MIP-1β), proteína quimiotática para 

monócitos 1 (MCP-1) e RANTES 

(Regulated on Activation, Normal T cell 

Expressed and Secreted), quimiocinas 

associadas a mielossupressão, e importantes 

no recrutamento de leucócitos em vários 

tecidos.  

 

Choi et al. (2007) utilizando camundongos 

como modelo experimental, demonstraram 

que o INF- γ, produzido em maiores 

quantidades durante a fase aguda da doença, 

está relacionado com o aumento de lesões 

hepáticas. Os pesquisadores observaram que 

os camundongos apresentavam lesões 

caracterizadas por pequenos acúmulos 

difusos de linfócitos, macrófagos e, 

raramente, neutrófilos, os quais se 

apresentavam ou não, apoptóticos.  

 

Artursson et al. (1999) acompanharam 

clínica e sorologicamente 45 equinos 

positivos para Ehlichia equi (A. 

phagocytophilum) durante aproximadamente 

um ano. A primeira sorologia, realizada por 

reação de imunofluorescência indireta 

(RIFI) durante a fase aguda da doença, 

demonstrou que dos 45 animais, 20 foram 
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considerados negativos (titulação ≤ 1:10) e 

os outros 19 animais foram considerados 

positivos (titulação ≥ 1:40). Ao se repetir os 

exames, oito meses após a fase aguda, 

apenas 24 animais estavam disponíveis e 

destes apenas seis foram considerados 

sorologicamente negativos (titulação ≤ 

1:10). Dos 24 animais analisados após oito 

meses, 10 foram escolhidos para serem 

acompanhados até os 15 meses após a fase 

aguda, mensalmente, e verificou-se que 

todos apresentaram maior titulação um mês 

após o pico de bacteremia e ao final de 15 

meses, nove apresentavam-se negativos e 

apenas um animal apresentava titulação de 

1:80. Os autores concluíram que a maioria 

dos animais tornaram-se sorologicamente 

negativos oito meses após a infecção, 

independente da duração da sintomatologia 

clínica. Baseando-se nesses resultados 

puderam inferir que os animais considerados 

positivos em levantamentos sorológicos 

estão com infecção subclínica ou em estado 

convalescente.  

 

2.6. Manifestações clínicas 

 

A anaplasmose granulocítica equina (AGE), 

antigamente conhecida como erliquiose 

granulocítica equina, foi descrita pela 

primeira vez no Estado da Califórnia, 

Estados Unidos da América (Gribble, 1969; 

Stannard et al., 1969). Após receberem 

cinco animais procedentes da mesma área 

apresentando sinais clínicos comuns, os 

autores inoculuram sangue dos animais 

afetados em outros dois animais, que 

apresentaram a mesma sintomatologia. Para 

esclarecer a natureza infecciosa da doença, 

os autores inocularam 43 equinos e quatro 

muares. O critério utilizado, para considerar 

que os animais inoculados foram ou não 

infectados, foi a presença de inclusões 

intracitoplasmáticas em granulócitos. Assim, 

dos 47 animais utilizados, 40 equinos  

e três muares foram considerados infectados. 

Além das inclusões intracitoplasmáticas, os 

animais apresentaram febre, depressão, 

anorexia, edema subcutâneo e de membros e 

relutância em se mover. Em nenhum  

dos muares foi observado edema. O  

exame hematológico foi caracterizado  

por leucopenia, trombocitopenia, plasma 

ictérico, anemia e a presença das inclusões 

(Gribble, 1969).  

 

A AGE é caracterizada por febre, depressão, 

anorexia, edema de membros, ataxia, 

presença de petéquias. Leucopenia, 

trombocitopenia e anemia são os principais 

achados hematológicos, o que pode levar a 

infecções secundárias oportunistas (Gribble, 

1969; Stannard et al., 1969; Lepidi et al., 

2000; Dumler et al., 2001; Davies et al., 

2011). A trombocitopenia é um dos achados 

mais característicos da AGE, podendo levar 

a petéquias, equimoses e até pequenos 

sangramentos através de mucosas. Não se 

sabe qual o mecanismo exato para a 

diminuição do número de plaquetas, mas 

supõe-se que seja por meio da destruição 

imunomediada, fagocitose por macrófagos e 

diminuição da produção na medula óssea 

(Leipidi, 2000; Adaszex e Winiarczyk, 

2011).  

 

Sabe-se que cepas diferentes são capazes de 

induzirem sintomatologia clínica diferente 

nos hospedeiros (Foley et al., 2008; 

Granquist et al., 2010a; Silaghi et al., 2011). 

Para verificar se há diferença na 

sintomatologia clínica entre indivíduos, 

Stuen et al. (2011) realizaram um estudo 

utilizando cordeiros de duas raças 

noruegueses diferentes, Norwegian White e 

Old Norse. Os pesquisadores infectaram 

experimentalmente 10 cordeiros de cada 

raça, em dois anos consecutivos, utilizando a 

mesma cepa de A. phagocytophilum e seis 

cordeiros de cada raça foram utilizados 

como grupos controle. Verificou-se que 

houve diferença entre as raças no curso da 

doença, sendo significativas as temperaturas 

corporais e a taxa de infecção, ambas 

superiores para a raça Norwegian White. Em 

bovinos há imunidade adquirida após 

desenvolvimento de doença clínica ou 

contato estreito com A. phagocytophilum, 
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sendo que ela não é capaz de evitar a 

infecção pela bactéria, mas capaz de 

prevenir o aparecimento de sintomatologia 

clínica (Stuen et al., 2005).  

 

Stuen e Artursson (2000) utilizaram 

cordeiros para estudarem se a sintomatologia 

clínica apresentada pelos animais infectados 

experimentalmente era proporcional à dose 

infectante. No estudo foram utilizados 21 

cordeiros de quatro meses de idade de duas 

raças diferentes. Apenas um cordeiro 

infectado foi utilizado como doador de 

sangue sabidamente infectado pelo agente. 

Dos 20 cordeiros restantes, 16 foram 

inoculados com doses infectantes diferentes: 

1,3 x 10
5 

células infectadas (grupo 1), 43 

células infectadas (grupo 2), 4,3 células 

infetadas (grupo 3) e 1,3 células infectadas 

(grupo 4). Quatro cordeiros não foram 

inoculados e foram destinados ao grupo 

controle. Não foram observados, pelos 

autores, alterações tanto clínica quanto 

hematológicas nos cordeiros do grupo 4, que 

receberam 1.3 células infectadas. Estes 

animais também se apresentavam negativos 

para PCR até o vigésimo primeiro dia  

após a infecção. Nos animais dos outros três 

grupos (1, 2 e 3), observou-se febre  

superior a 40ºC, presença de inclusões 

intracitoplasmáticas características do agente 

e neutropenia. O período de incubação foi de 

dois a quatro dias, sendo consideravelmente 

menor no grupo 1, que recebeu a maior 

quantidade de células infectadas. Após 

avaliação estatística, os autores concluíram 

que não houve diferença, entre os  

grupos, dos sinais clínicos apresentados. 

Sendo assim, a sintomatologia clínica da 

anaplasmose granulocítica, não foi 

considerada dose dependente. 

 

Um experimento realizado com cordeiros 

verificou que há diferença nos sinais clínicos 

de acordo com as cepas utilizadas. No 

experimento, cinco cordeiros foram 

inoculados experimentalmente com uma 

cepa de A. phagocytophilum (variante 1) e 

outros cinco foram inoculados com outra 

cepa (variante 2). Os cordeiros infectados 

com a variante 1 apresentaram hipertermia 

por um maior período, bem como, maior 

intervalo entre a infecção e a detecção de 

bacteremia. A neutropenia foi mais severa 

quando comparada com a dos cordeiros 

infectados com a variante 2. Esse resultado 

corrobora com a hipótese de que cepas 

diferentes da bactéria são capazes de 

causarem sinais clínicos diferentes e até 

mesmo não causar doença clínica em alguns 

hospedeiros. Ambas variantes foram capazes 

de estabelecer infecção persistente por até 

seis meses pós-inoculação, havendo 

diferenças na frequência de bacteremia e no 

número de organismos circulantes durante a 

bacteremia, sendo as duas maiores para a 

variante 1 (Granquist et al., 2010a). 

 

Em seres humanos os sinais clínicos se 

assemelham ao dos equinos, caracterizados 

por hipertermia de início súbito, cefaleia, 

mialgia e artralgia. Alguns pacientes podem 

apresentar tosse, náuseas, vômitos, diarreia, 

dores abdominais e anorexia. Dentre as 

complicações advindas da infecção pode-se 

citar coagulação intravascular disseminada, 

dificuldade respiratória, neuropatia 

periférica, pancreatite, rabdomiólise, além 

de choque séptico decorrente da infecção 

(Oteo e Brouqui, 2005; Mezerville e Padilla-

Cuadra, 2007). 

 

2.7. Diagnóstico 

 

O diagnóstico, em qualquer modelo 

epidemiológico, é de extrema importância 

para que se possa, tanto tratar 

individualmente o paciente quanto estudar 

quais são os grupos e fatores de risco de tal 

doença (Almeida Filho e Rouquayrol, 2006). 

Sendo assim, para anaplasmose, há vários 

métodos diagnósticos que auxiliam no 

entendimento do processo saúde-doença. 

 

Os principais métodos utilizados por 

profissionais e pesquisadores para 

anaplasmose granulocítica são: microscopia 

óptica, sorologia e biologia molecular 
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(Dagnone et al., 2001; de la Fuente et al., 

2005; Zimmerman e Crisman, 2008; 

Granquist et al., 2010a; Stuen et al., 2011). 

É importante lembrar que nenhum meio 

diagnóstico auxiliar tem validade se não for 

utilizado em conjunto com o exame clínico 

completo do paciente (Artursson et al., 

1999). 

 

Os sinais clínicos apresentados pelos 

equinos acometidos (hipertermia, depressão, 

anorexia, edema de membros, fraqueza e 

relutância em se locomover), são 

considerados muito vagos e podem ser 

facilmente confundidos com outras doenças. 

Assim, se faz necessária a realização de 

exame clínico associado a métodos 

laboratoriais complementares para se chegar 

ao diagnóstico definitivo da anaplasmose 

granulocítica equina (Aguero-Rosenfeld, 

2002).  

 

2.7.1. Exame parasitológico 

 

A visualização das inclusões 

intracitoplasmáticas em leucócitos, 

principalmente os neutrófilos é o diagnóstico 

definitivo e considerado padrão ouro para 

anaplasmose granulocítica (Dagnone et al., 

2001). Para realização do método utilizam-

se lâminas de capa leucocitária, coradas pela 

técnica de Romanovsky, Giemsa ou May-

Grumwald-Giemsa, que são lidas em 

imersão em óleo em aumento de 1000 vezes. 

Para o cálculo da taxa de infecção são 

avaliados 400 neutrófilos, anotando-se a 

quantidade desses que apresentam mórulas e 

então faz-se a estimativa da taxa de infecção 

(Stuen et al., 2011). Segundo Aguero-

Rosenfeld (2002) o exame de capa 

leucocitária apresenta o limitação de possuir 

baixa sensibilidade (~60%), apesar da alta 

especificidade. 

 

2.7.2. Exames sorológicos 

 

Sorologia é definida como a detecção  

de anticorpos contra um determinado 

epítopo no soro ou plasma de um paciente. 

Assim sendo, foram desenvolvidos vários 

ensaios sorológicos a fim de detectar tais 

anticorpos. No diagnóstico de anaplasmose 

granulocítica são utilizados o Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) e, a Reação 

de Imunofluorescência Inditera (RIFI) 

(Zimmerman e Crisman, 2008). 

 

Para a maioria dos exames sorológicos, 

amostras pareadas, coletadas em certo 

período de tempo (normalmente 1 a 3 

semanas), são necessárias para o diagnóstico 

preciso de doenças infecciosas, como é o 

caso da anaplasmose (Artursson et al., 1999; 

Zimmerman e Crisman, 2008). 

 

O ELISA é um teste imunológico sensível e 

versátil que utiliza anticorpos conjugados a 

enzimas e antígenos ou anticorpos ligados a 

um suporte sólido. São mensuradas 

mudanças na atividade enzimática durante a 

reação e, tais mudanças, estão diretamente 

relacionadas à ligação e ao tipo de ligação 

dos anticorpos conjugados aos antígenos ou 

anticorpos em uma base sólida (Paulie et al., 

2005).  

 

A reação de imunofluorescência indireta  

é um teste que se baseia na detecção  

de anticorpos contra epítopos. A forma  

de obtenção dos antígenos varia  

entre pesquisadores e laboratórios, que 

podem utilizar culturas celulares de A. 

phagocytophilum obtidos de animais 

infectados natural ou experimentalmente 

(Ferreira e Carvalho, 1973; Jongejan  

et al., 1989; Artursson et al., 1999; 

Zimmerman e Crisman, 2008). Segundo 

Zimmerman e Crisman (2008), a técnica 

possui sensibilidade e especificidade  

altas e é de rápida realização. A maioria dos 
levantamentos soroepidemiológicos realizados 

para A. phagocytophilum utilizam a técnica 

de RIFI devido sua praticidade, baixo custo 

e rapidez (Zimmerman e Crisman, 2008; 

Hansen et al., 2010; Salvagni et al., 2010; 

Praskova et al., 2011). 
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2.7.3. Exame molecular: reação em cadeia 

da polimerase (PCR) 

 

A reação em cadeia da polimerase  

(PCR) sintetiza artificialmente, através de  

reações enzimáticas, sequências de Ácido 

Desoxirribonucleico (DNA), utilizando 

oligonucleotídeos, conhecidos como primers 

para iniciar o processo. Assumindo uma 

eficiência de 100%, após 20 ciclos, a reação 

é capaz de multiplicar uma única sequência 

de DNA por 2
2
. É considerada uma técnica 

simples, rápida e totalmente automatizada, o 

que justifica seu largo emprego no auxílio de 

diagnósticos de certas doenças virais, 

bacterianas ou fúngicas (Ehrlich, 1989; 

Dumler et al., 2001; Silaghi et al., 2012). 

 

As amostras utilizadas para realização de 

PCR podem ser obtidas de fluidos corporais 

ou por meio de biópsias de tecidos. No 

diagnóstico de anaplasmose granulocítica, 

são utilizados, principalmente, sangue e capa 

leucocitária, mas tecidos vascular, pulmonar 

ou hepático também podem ser utilizados 

(Massung et al., 1998; Lepidi et al., 2000; 

Granquist et al., 2010b; Sen et al., 2011). 

 

2.8. Tratamento 

 

O grupo das tetraciclinas tem sido o mais 

recomendado para o tratamento clínico da 

doença, sendo a tetraciclina o antibiótico de 

escolha para animais domésticos e a 

doxiciclina para humanos, por serem mais 

efetivas no tratamento de micro organismos 

intracelulares (Stuen e Bergström, 2001; 

Mezerville e Padilla-Cuadra, 2007, Dziȩgiel 

et al., 2013).  

 

Segundo McQuiston et al. (2003), o uso da 

oxitetraciclina para o tratamento de equinos 

é mais indicado e deve ser feito na dose  

de 7mg/kg, por via intravenosa, SID,  

por pelo menos oito dias. Adaszek et al. 

(2009) relataram o uso de oxitetraciclina 

intravenosa em um caso de AGE. O animal 

recebeu o tratamento antibiótico, na dose de 

8,0 mg/kg, associado a dexametasona 

(20mg), apresentando rápida melhora do 

quadro clínico. Já Siska et al. (2013), após 

atendimento e diagnóstico de AGE a seis 

equinos no hospital veterinário da 

Universidade de Purdue, Estados Unidos da 

América, utilizou, no tratamento de cinco 

animais, a oxitetraciclina na dose de 6,6 a 10 

mg/kg,por via intravenosa, BID ou SID, 

durante cinco a sete dias, associada a 

flunexin meglumine (1,0 mg/kg, IV, SID). O 

animal restante foi tratado na propriedade, 

mas diferentemente do outros animais, 

recebeu doxiciclina na dose de 10 mg/kg, 

via oral, BID, durante 7 dias e também 

associada a flunexin meglumine. Os sinais 

clínicos não foram observados nos animais 

após 24 horas do início do tratamento, em 

ambos os protocolos utilizados. 

 

Franzén et al. (2009) demonstraram, através 

de PCR, a persistência de infecção em 

quatro equinos procedentes da Suécia. Esses 

animais foram infectados experimentalmente 

e se recuperaram espontaneamente, e após 

imunossupressão com dexametasona ou 

após estresse (transporte), foi possível 

detectar a presença do agente na corrente 

sanguínea. Mesmo após o achado, os autores 

consideram que ainda não existem 

evidências suficientes para confirmar a 

presença da forma crônica após o 

tratamento, em equinos.  

 

Morales et al. (2012) verificaram, em um 

estudo com 105 equinos da raça Puro 

Sangue de Corrida que apresentaram 

sintomatologia clínica para hemoparasitoses 

(Piroplasmose e/ou Tripanossomiase), que a 

oxitetraciclina é eficaz no tratamento destas 

enfermidades. O problema encontrado pelos 

pesquisadores foi a ocorrência de miosite 

cervical no local de aplicação devido ao 

grande volume utilizado do fármaco. Em 

contrapartida, Costa et al. (2004) utilizaram 

a oxitetraciclina em apresentações de longa 

ação, por via intravenosa em 24 equídeos 

atendidos no Hospital Veterinário da 

Universidade Estadual de Londrina, sem que 

houvesse qualquer tipo de reação adversa. 
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Os autores ainda chamam a atenção de que o 

fármaco, por causar grande irritação 

tecidual, não deve ser utilizado pela via 

intramuscular e a veia jugular deve ser 

mantida cateterizada durante todo o período 

de tratamento.  

 

A fim de avaliar a eficiência de duas 

apresentações de tetraciclina, de longa e 

curta ação, no tratamento da anaplasmose 

em cordeiros, Stuen e Bergström (2001) 

infectaram experimentalmente 10 cordeiros 

de um mês de vida. Quatro cordeiros 

receberam tratamento com a apresentação de 

longa ação, quatro receberam o 

medicamento de curta ação e dois cordeiros 

foram utilizados como grupo controle, não 

recebendo nenhum tratamento após a 

inoculação do agente. Os animais foram 

monitorados quanto à presença de 

sintomatologia clínica, presença da bactéria 

na corrente sanguínea, testada através de 

microscopia óptica e por PCR e 

sorologicamente por RIFI. Todos os animais 

recuperaram da doença clínica, mas não 

foram encontradas diferenças na utilização 

de ambas as apresentações. Um mês depois 

de terminados os tratamentos, 250 ml de 

sangue de cada animal foram coletados e 

inoculados em outro animal susceptível. 

Dois dos oito animais inoculados 

apresentaram febre, bacteremia e 

soroconversão. Tais achados mostram que a 

oxitetraciclina é efetiva durante a doença 

clínica, reduzindo a febre e a bacteremia, 

mas ineficiente em eliminar a infecção. 

 

2.9. Prevenção e controle 

 

Por serem considerados os pricipais 

transmissores do agente nos países europeus, 

Estados Unidos da América e no oriente, as 

formas de prevenção e controle da doença 

focam-se no combate aos carrapatos (Stuen, 

2007; Stuen et al., 2012). No Brasil, 

Ambyomma cajennense e Rhipicephalus 

Boophilus microplus são os carrapatos mais 

comuns, e, apesar de não se saber qual o 

vetor do agente no país, há hipóteses de que 

eles possam ser responsáveis pela 

transmissão, sendo importante o controle 

dos mesmos. 

 

Atualmente, estratégias de controle da 

doença em países Europeus baseiam-se na 

redução da infestação por carrapatos, 

utilizando acaricidas químicos que, em sua 

maioria, são representados por piretróides 

aplicados pour-on ou na forma de banhos 

pos aspersão do medicamento. Outra forma 

de tratamento profilático é a aplicação de 

tetraciclinas de longa ação antes da mudança 

de animais de áreas livres da doença para 

áreas endêmicas (Brodie et al.,1988; Stuen 

et al., 2012). 

 

No Brasil, Labruna et al. (2004) realizaram 

um trabalho utilizando um método de 

controle estratégico de Amblyomma 

cajennense em equinos, verificaram que a 

aplicação de piretróides nos meses de abril a 

outubro, quando há maior infestação por 

larvas e ninfas é mais eficaz na diminuição 

do número de adultos na próxima geração do 

que quando utilizado apenas nos meses de 

abril a julho, quando há maior infestação por 

larvas. O estudo demonstrou uma 

diminuição de 89,7% do número de 

carrapatos adultos no grupo tratado de abril 

a outubro, em contrapartida, o grupo tratado 

de abril a julho apresentou uma diminuição 

de 58,6%, apenas.  

 

Cunha et al. (2008) a fim de verificar 

alterações clínicas, de hematologia e de 

bioquímica sérica dos animais, trabalharam 

com 16 equinos apresentando alta carga 

parasitária em Palmas, Minas Gerais, 

durante os anos de 2003 e 2008. Os autores 

verificaram que não houve alterações 

clínicas ou mudanças comportamentais nos 

equinos submetidos ao controle estratégico 

de A. cajennense. Também foi observada 

melhora do eritrograma dos animais após os 

tratamentos com banhos utilizando 

piretróides, mas não houve alterações nos 

leucogramas. A melhora do eritrograma dos 

animais foi justificada pela diminuição da 
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infestação por carrapatos, que são grandes 

espoliadores sanguíneos. Não houve 

alterações significativas na bioquímica 

sérica. O estudo mostrou a segurança do uso 

de piretróides como método de controle de 

carrapatos, quando utilizado conforme 

orientação do fabricante. 

 

Stuen et al. (2012) testaram a hipótese de 

que tratamento a base de piretróides reduz a 

infestação por carrapato I. ricinus e 

consequentemente a infecção por A. 

phagocytophilum. Para isso utilizaram 40 

cordeiros, 20 pares de irmãos gêmeos, que 

constituíam os grupos experimentais: 

tratados com flumetrin e não tratados 

(controle). Todos os cordeiros foram 

avaliados a cada 14 dias a procura de 

carrapatos, coleta de sangue, pesagem e 

aferição da temperatura retal. O tratamento 

de um dos grupos foi realizado também a 

cada 14 dias até 126 dias de experimento. Os 

autores encontraram, no final do estudo, que 

14 animais soro converteram, sendo seis do 

grupo dos tratados e oito do grupo controle. 

O trabalho mostra que a eficácia do 

tratamento com piretróides na redução da 

infecção por A. phagocytophilum é reduzida, 

pois pode haver transmissão durante a janela 

entre o carrapato se fixar ao hospedeiro e o 

período de ação do medicamento, mas 

diminui o número de animais parasitados 

por carrapatos.  

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram conduzidos de 

acordo com os conceitos e preceitos éticos, 

após aprovação no CEUA UFMG sob 

protocolo nº 167/2013 (Anexo 1). Os 

proprietários assinaram termo de 

consentimento para utilização dos animais 

nesta pesquisa (Anexo 2). 

 

3.1. Avaliação hematológica, sorológica e 

molecular de equinos de tração do 

município de Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil 

 

3.1.1. Localização geográfica e condições 

climáticas 

 

O município de Belo Horizonte se encontra 

no estado de Minas Gerais, latitude -

19.8157, longitude -43.9542, a 19º 48’ 57” 

Sul e 43º 57’ 15”. Possui altitude de 858 

metros a cima do nível do mar. Seu clima é 

considerado subtropical úmido.  

 

3.1.2. Delineamento e seleção dos animais 

 

Foi realizado um estudo descritivo e 

transversal, utilizando 224 animais de tração 

oriundos de Belo Horizonte, Minas Gerais. 

Tais animais são pertencentes aos 

carroceiros do município, devidamente 

inscritos no projeto de extensão “Correção 

Ambiental e Reciclagem com Carroceiros de 

Belo Horizonte” (Projeto Carroceiros). Este 

é um projeto de extensão da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de 

Minas Gerais em parceira com a Prefeitura 

Municipal de Belo Horizonte. 

Semanalmente são realizadas visitas às 

Unidades de Recolhimento de Pequenos 

Volumes (URPVs), nas quais os carroceiros 

depositam entulhos da construção civil, 

madeira, podas de árvores e jardins, pneus e 

móveis descartados.  

 

Durante as visitas os estudantes de 

graduação do curso de Medicina Veterinária 

realizam o cadastramento e marcação, após a 

realização de um questionário 

socioeconômico com o proprietário. Os 

animais recém-cadastrados e os previamente 

cadastrados recebem vacinação antirrábica e 

são feitas as coletas de sangue para 

realização de exames sorológicos e 

hematológicos. Além da vacinação dos 

animais, os carroceiros têm direito a 

assistência médico veterinária por menores 

custos no Hospital Veterinário da Escola de 
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Veterinária da Universidade Federal de 

Minas Gerais (HV-EV/UFMG). 

 

O município de Belo Horizonte é dividido, 

desde 1983, em nove unidades 

administrativas, denominadas Regionais. As 

amostras utilizadas no estudo são 

provenientes de oito Regionais 

Administrativas, com exceção da Regional 

Centro-Sul, devido ao fato de os carroceiros 

serem proibidos de circularem dentro do 

perímetro urbano delimitado pela Avenida 

do Contorno.  

 

3.1.3. Coleta e processamento do material 

 

A coleta e o processamento do material 

foram semelhantes nos experimentos, exceto 

a coleta dos carrapatos, realizada apenas nas 

propriedades estudadas. 

 

Dos animais que apresentavam infestação 

por carrapatos foram coletados por 

amostragem aleatória e conservados em 

álcool 70%, para posterior identificação. No 

laboratório de Protozoologia do Instituto de 

Ciências Biológicas da UFMG os carrapatos 

coletados foram identificados (Aragão e 

Fonseca, 1961). 

 

A coleta do sangue foi realizada através de 

venulopunção da jugular externa, após 

contenção dos animais em tronco e 

antissepsia do local, utilizando algodão 

embebido em álcool 70%. Foram coletados 

dois tubos a vácuo, sendo um deles sem 

anticoagulante e outro contendo ácido 

etilenodiamonio tetra-acético (EDTA). 

 

3.1.3.1. Hemograma e bioquímica sérica 

 

No mesmo dia da coleta de sangue, a partir 

do tubo com EDTA, foram confeccionados, 

em duplicata, esfregaços sanguíneos, 

corados pelo método de Romanowsky
1
, para 

exame celular diferencial. Com o auxílio de 

                                                           
1 Panótico para colorações de esfregaço – Laborclin – 

Pinhais, Brasil 

uma centrífuga de microhematócrito
2
 foram 

preparados microtubos utilizados para a 

determinação do hematócrito, das proteínas 

plasmáticas totais, do fibrinogênio e para a 

confecção de esfregaços com a capa de 

leucócitos, também em duplicata. A 

hematimetria foi determinada em contador 

automático de células
3
, através do método de 

impedância. Os esfregaços sanguíneos e de 

capa leucocitária foram confeccionados de 

acordo com a técnica descrita por Cowell e 

Tyler (2002) e secos à temperatura 

ambiente.  

 

A contagem diferencial de leucócitos foi 

realizada em microscópio óptico e sob 

imersão. Foram contados 100 leucócitos ao 

longo do corpo do esfregaço sanguíneo. 

Após a obtenção dos valores relativos, foram 

calculados os valores absolutos.  

 

Para determinação do fibrinogênio utilizou-

se a técnica descrita por Kaneko et al. 

(2008) e realizadas duas leituras, através de 

refratometria, do plasma. A primeira, logo 

após centrifugação do tubo capilar e a 

segunda após aquecimento do tubo capilar a 

56º C por três minutos e nova centrifugação. 

O valor do fibrinogênio foi obtido pela 

diferença entre as duas leituras. 

 

O restante do sangue total foi aliquotado em 

tubos plásticos cônicos de 0,5 ml e 

armazenados em freezer a temperatura de -

20°C para posterior análise da presença do 

A. phagocytophilum, por meio da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR). 

 

Após a retração do coágulo, o tubo sem 

anticoagulante foi centrifugado
4
 a 3000 

rotações por minuto (rpm) (1106,82 x g), 

durante cinco minutos, e o soro obtido foi 

congelado a -20ºC, em pelo menos seis 

alíquotas de 0,5 ml.  

                                                           
2 H-240 - Centribio 
3 Abacus Júnior Vet – Hematology Analyser, Diatron – São 

Paulo, Brasil 
4 Excelsa Baby – Fanem Ltda – São Paulo, Brasil 
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O soro foi analisado em aparelho 

semiautomático de bioquímica sanguínea
5
, 

com kits específicos
6
. As análises realizadas 

constaram do perfil renal (uréia e creatinina) 

e hepático (Gama glutamiltransferase 

[GGT], Aspartato aminotransferase [AST], 

Alanina aminotransferase [ALT], Fosfatase 

alcalina [FA], albumina e proteínas totais). 

  

3.1.4. Métodos diagnósticos 

 

3.1.4.1. Exame direto 

 

As lâminas de esfregaço de capa leucocitária 

foram analisadas em microscopia óptica, em 

aumento de 1000 vezes e em objetiva de 

imersão para procura de inclusões 

intracitoplasmáticas de A. phagocytophilum 

em neutrófilos. A leitura foi feita em toda a 

extensão do esfregaço, totalizando a 

contagem de 100 neutrófilos. Foi 

considerado positivo o animal que 

apresentasse inclusões intracitoplasmáticas, 

independentemente do percentual de células 

infectadas. 

 

3.1.4.2. Reação de imunofluorescência 

indireta (RIFI) 

 

Foram utilizadas as amostras de soro 

congeladas a -20ºC pertencentes à soroteca 

do Projeto Carroceiros. Lâminas de vidro 

próprias para RIFI
7
, contendo 12 poços que 

foram previamente fixados com o antígeno 

proveniente do cultivo de Anaplasma 

phagocytophilum mantido em IDE8 no 
789

. 

Laboratório de Protozoologia do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Minas Gerais. A técnica utilizada para 

                                                           
5 Analisador Semi automático  
6 Bioclin – Quibisa Química Básica – Belo Horizonte, Brasil 
7 Perfecta – São Paulo - Brasil 
8 Anti-Horse IgG (whole molecule) – FITC antibody 

produced in rabbit – Sigma-Aldrich- St. Louis, USA 
9 Microscópio 

fabricação e fixação do antígeno foi 

adaptada da descrita por Aguiar et al. 

(2007). 

 

Após padronização prévia da técnica, as 

amostras foram diluídas na proporção de 

1:160, em salina fosfatada tamponada 1x 

(PBS 1x), que foi considerado o ponto de 

corte para a análise, e então pipetadas nos 

poços. Permitiu-se que o soro diluído 

reagisse com o antígeno da lâmina por 30 

minutos, em câmara úmida a 37ºC. Após 

esse tempo as lâminas passaram por três 

lavagens, a primeira e a segunda com PBS 

1x e a última com água destilada, sendo que, 

depois de cada lavagem as lâminas foram 

submergidas em PBS 1x e água destilada, 

respectivamente, durante três minutos. As 

lâminas foram secas a temperatura ambiente. 

Após secagem, foi pipetado em cada poço, o 

conjugado anti IgG equina
8
, previamente 

diluído em Azul de Evans na proporção de 

1:160, e repetiu-se a primeira reação 

exatamente como descrita acima. Ao final, 

as lâminas foram cobertas com glicerina 

alcalina e lamínula e lidas em microscópio 

de epifluorescência
9 

As amostras foram 

consideradas positivas, quando, à 

microscopia de fluorescências o antígeno 

apresentou fluorescência, na diluição de 

1:160, que foi utilizada como ponto de corte 

neste experimento (Fig. 1 e 2). Utilizou-se 

PBS 1x como o branco e o soro de um 

animal sabidamente positivo para o agente 

foi utilizado como controle positivo para 

todas as reações. 

 

Após a triagem, as amostras consideradas 

positivas, foram novamente diluídas para se 

avaliar a titulação do IgG desses animais. As 

diluições utilizadas foram 1:320, 1:640 e 

1:1280.  
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Figura 1: A: Reação de Imunofluorescência Indireta negativa. Observar as células IDE8 

contendo inclusões de A. phagocytophilum sem ligação do conjugado. B: Reação de 

Imunofluorescência Indireta positiva. Observar fluorescência do conjugado ligado à membrana 

citoplasmática do A. phagocytophilum. Aumento: 400x 

 

3.1.4.3. Avaliação molecular 

 

3.1.4.3.1. Extração do DNA 

 

Para realização da PCR foram utilizadas as 

amostras de sangue total, aliquotadas e 

congeladas em freezer a -20º. A extração de 

DNA das amostras foi realizada com o kit 

Wizard® Genomic DNA Purification
10

, de 

acordo com o recomendado pelo fabricante 

para extração de amostras de 300 µL. 

 

3.1.4.3.2. Amplificação do DNA 

 
11

 

Para amplificação do DNA extraído 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 reações de 

amplificação do alvo desejado. Durante a 

primeira reação há amplificação do alvo 

contendo maior número de pares de base e 

na segunda há amplificação de uma parte 

específica de pares de base contidos dentro 

do que foi amplificado na primeira reação. 

                                                           
10

 Promega Corporation - USA 
11 Eppendorf Mastercycler Personal®, Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha. 

Os iniciadores utilizados, tanto para a 

primeira quanto para a segunda reação, 

foram aqueles utilizados por Silaghi et al. 

(2012) e estão descritos na Tab. 1. Os 

iniciadores utilizados possuíam como alvo o 

gene msp4, responsável pela expressão de 

uma proteína de membrana do agente de 

mesmo nome. 

 

A amplificação foi feita utilizando-se 

termociclador automático
11

 e o programa 

utilizado encontra-se descrito na Tab. 2. 

Como controle positivo utilizou-se DNA 

extraído a partir de cultura celular contendo 

o agente e como brancos da primeira  

e da segunda reação utilizou-se aqui 

miliequivalente. Para as reações, utilizou-se 

13,5 µl de mix para PCR adicionado de 1,5 

µl de DNA (1ª reação) ou produto de PCR 

(2ª reação). Os componentes da mix para 

PCR estão sumarizados na tab 3.  
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Tabela 1: Sequência dos iniciadores utilizados na primeira e na segunda reação de nested PCR, 

para identificação do agente 

E
sp

ec
if

ic
id

a
d

e
 A

. 

p
h

a
g

o
cy

to
p

h
il

u
m

 

Sequência do primer (5’- 3’) Alvo Nome 

T
a

m
a

n
h

o
 d

o
 

p
ro

d
u

to
 (

p
b

) 

R
ef

er
ên

ci
a
 

1
ª
 reação ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG 

TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG 

msp4 MSP4AP5 

MSP4AP3 

849 de la 

Fuente et 

al. 2005 

2
ª
 reação CTATTGGYGGNGCYAGAGT 

GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA 

msp4 msp4f 

msp4r 

381 Bown et 

al. 2007 

 

Tabela 2: Programa submetido ao termociclador automático para realização do nested PCR para 

amplificação para A. phaocytophilum, utilizando os iniciadores MSP4AP5 e MSP4AP3, para a 

primeira reação e os iniciadores msp4f e msp4r, para a segunda reação 

Ciclo Passo Temperatura (ºC) Duração 

1 (1x) Desnaturação inicial 94 5 min 

2 (29x) Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

92 

54 

72 

1 min 

1 min 

2 min 

3 (1x) Extensão final 72 8 min 

4 “Hold” 12 - 

 

Tabela 3: Condição para reação de nested PCR para Anaplasma phagocytophilum utilizando os 

iniciadores MSP4AP5 e MSP4AP3, para primeira reação e os iniciadores msp4f e msp4r, para a 

segunda reação. 

Reagente Volume (µl) 

GoTaq® Green Master Mix
12

 7,5 

H2O MiliQ 5,4 

Mix primer (f+r) (10mM) 0,6 

DNA/Produto 1ª reação 1,5 

 
1213

 

14Os produtos obtidos após a segunda reação 

foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1% em tampão TAE (0,5 X). Foram 

aplicados 5µL dos produtos, juntamente com 

1µL do corante gel red
13

 (1µl/10µl de TAE 

0,5X) em cada canaleta do gel. Como padrão 

foi utilizado 1Kb Ladder Plus
14

. Após 

aplicação dos produtos e padrão, o gel foi 

submetido a um campo elétrico de 100V, 

por aproximadamente 25 minutos e, então, 

                                                           
12 Biotium - USA 
13 Fermentas – Thermo Fisher Scientific Inc. - USA 
14 PROMEGA – USA 

observado em lâmpada de UV. Observou-se 

a formação de banda nas canaletas das 

amostras e comparou-se com as bandas 

formadas pelo padrão e pela amostra 

positiva. Além disso, observou-se se houve 

formação de bandas nos brancos, tanto da 

primeira quanto da segunda reação a fim de 

se descartar possíveis contaminações 

durante o processo. 
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3.1.4.3.3. Sequenciamento nucleotídico 

 

As amostras que apresentaram banda  

após eletroforese em gel de agarose 1% 

foram submetidas a purificação pelo 

polietilenoglicol 20% (PEG 20%) para 

posterior sequenciamento nucleotídico. A 

purificação teve como objetivo eliminar 

bandas com peso molecular abaixo de 300-

400 pb. 

 

Primeiramente, todo o produto de PCR foi 

transferido para um tudo de plástico de 

1,5ml e, então, foi adicionado o mesmo 

volume de PEG 20%. A mistura foi 

homogeneizada em “vortex” e os tubos 

foram colocados em banho-maria a 37ºC por 

15 minutos. Depois de decorrido o tempo, os 

tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 

15 minutos. O sobrenadante foi retirado, 

cuidadosamente, com auxílio de uma pipeta. 

Adicionou-se 125µl de etanol 80% gelado e 

centrifugou-se a 13000 rpm por 5 minutos. 

Novamente o sobrenadante foi descartado. 

Repetiu-se os três últimos passos. Permitiu-

se que as amostras secassem a temperatura 

ambiente overnight. No dia seguinte as 

amostras foram ressuspendidas com tampão 

EB num volume de ~20µl. 

 

Após purificação, as amostras foram 

submetidas à avaliação da quantidade de 

produto de PCR presente através de 

espectrofotometria
15

. As amostras foram 

então preparadas para o sequenciamento 

conforme exigido pelo laboratório (Myleus 

Biotechnology) e então analisadas por 

eletroforese capilar em aparelho ABI3130, 

utilizando-se o polímero POP7 e 

BigDyev3.1. 

 

                                                           
15 Nanodrop – Thermo Scientific Fisher Inc. – USA. 

3.2. Avaliação clínica e laboratorial da 

ocorrência de Anaplasma phagocytophilum 

em duas regiões do estado de Minas 

Gerais, Brasil 

 

3.2.1. Localização geográfica e condições 

climáticas 

 

O estudo foi realizado em duas épocas 

distintas do ano (período chuvoso e de seca) 

em duas propriedades localizadas nos 

municípios de Ataléia e São Vicente de 

Minas, situadas no nordeste e sul do estado 

de Minas Gerais, respectivamente. Ambas 

apresentam estações do ano definidas: 

estação seca de abril a setembro e estação 

chuvosa de outubro a março.  

 

O município de São Vicente de Minas está 

localizado na região sul do estado de Minas 

Gerais e pertence à microrregião de 

Andrelândia. A sede do município encontra-

se a 962 metros de altitude e sua posição 

geográfica corresponde 21º42’46” de 

latitude sul e 44º26’38” de latitude oeste. 

Possui clima classificado como tropical de 

altitude, com duas estações bem definidas: 

verões brandos e úmidos e invernos secos. A 

temperatura média anual é de 20,7ºC e o 

índice pluviométrico é de 1200 mm. 

 

O município de Ataléia se localiza na região 

nordeste de Minas Gerais e é pertencente à 

mesorregião do Vale do Mucuri, e à 

microrregião de Teófilo Otoni. A sede do 

município encontra-se a 264 metros de 

altitude e sua posição geográfica 

corresponde a 18º02’38” de latitude sul e 

41º06’36” de latitude oeste. Possui clima 

classificado como tropical de savana.  

As propriedades localizadas em Ataléia e em 

São Vicente de Minas, serão referidas no 

texto como propriedade 1 e propriedade 2, 

respectivamente. As condições climáticas, 

durante o período de coleta dos dados, estão 

descritas na Tab. 3. Os dados referem-se ao 

valor obtido no dia da coleta do material e à 

variação obtida no período de 15 dias, 

compreendendo a data da coleta. 
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Tabela 4: Temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e precipitação pluviométrica (mm), na 

região dos municípios de Ataléia e São Vicente de Minas, no estado de Minas Gerais, Brasil, de 

acordo com o período da coleta dos dados* 

 

Índice 

Propriedade 1 

Região do município Ataléia 

Propriedade 2 

Região do município São 

Vicente 

Verão Inverno Verão Inverno 

Temperatura Máxima 29,9 

(29,7 - 32,5) 

29,1 

(21,7 - 29,4) 

23,4 

(22,3 - 28,9) 

25,8 

(12,9 - 28,6) 

Temperatura Mínima 21,4 

(20,7 - 21,7) 

16,1 

(13,2 - 19,2) 

17,5 

14,7 - 18,8 

7,3 

(5,8 - 16,8) 

Precipitação pluviométrica 0,8 

(0,00 - 35,0) 

0,0 

(0,0 - 6,8) 

34,2 

(0,0 - 73,0) 

0,0 

(0,0 - 8,6) 

DAAS** 34,8 

(12,6 - 44,3) 

11,5 

(11,5 - 19,1) 

75,0 

(51,4 - 75,0) 

39,4 

(30,0 - 44,9) 

Umidade Relativa Máxima 86,0 

80,0 - 89,0 

85,0 

(82,0 - 92,0) 

100,0 

(92,0 - 100) 

95,0 

(81,0 - 100) 

Umidade Relativa Mínima 53,0 

(41,0 - 58,0) 

37,0 

(37,0 - 74,0) 

79,0 

(28,0 - 88,0) 

28,0 

(21,0 - 93,0) 
*Dado do dia da coleta (variação de 15 dias compreendendo a data da coleta); **DAAS: dissipação da água no solo. 

Fonte: www.agritempo.gov.br 

 

3.2.2. Cálculo amostral 

 

O número de amostras coletadas foi 

calculado de acordo com a fórmula do 

Centro Panamericano de Zoonoses 

(CEPANZO, 1973): 

 

N = p x (100-p) z
2
 / (d x p/100)

2 

  

Onde: n= número de indivíduos a estudar 

(número de amostras); p = prevalência 

esperada; d = erro esperado; z = grau de 

confiança a 95%. Considerando uma 

prevalência esperada (p) de 64,9% (Gavião 

Prado et al., 2011), um erro esperado (d) de 

15% e um grau de confiança a 95% (z) de 

1,96, deveriam ser utilizadas no mínimo 92 

amostras de soro.  

 

3.2.3. População estudada 

 

Os animais da propriedade 1, exceto os 

garanhões, são mantidos em regime de 

criação extensivo, recebendo suplementação 

mineral, apenas os potros recebem 

concentrados e capim napier (Pannisetum 

purpureum) picado. Os garanhões eram 

mantidos em baias abertas, com acesso a 

piquete, e recebem feno à vontade. Os 

animais foram vacinados contra garrotilho e 

influenza. Foram estudados ao todo 84 

animais na propriedade 1, sendo 40 durante 

a primeira coleta e 44 na segunda. 

 

Na propriedade 2, o manejo dos animais é 

similar ao da propriedade 1, alterando 

apenas o sanitário, pois os animais 

receberam apenas a vacina anti rábica. 

Apenas os considerados de melhor 

desempenho receberam suplementação de 

concentrado. Nesta propriedade foram 

avaliados 88 equinos, sendo 43 na primeira 

coleta e 45 na segunda. 

 

Ambas as propriedades são de criação de 

equinos da raça Mangalarga Marchador, mas 

apenas na propriedade 1 foram avaliados 

dois muares e um asinino que eram 

utilizados ara trabalho. A distribuição dos 

animais de acordo com o sexo está 

demonstrada na tab. 5. 
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Tabela 5: Distribuição dos animais estudados em ambas as propriedades de acordo com a coleta 

e o sexo 

 Propriedade 1 Propriedade 2 

Sexo Chuva Seca Chuva Seca 

Fêmea (%) 52,50 52,27 86,05 68,89 

Macho (%) 22,50 29,55 6,98 13,33 

Macho Castrado (%) 25,00 18,18 6,98 17,78 

 

3.2.4. Coleta e processamento do material 

 

A coleta e o processamento do material está 

descrito no item 3.1.3. As coletas na 

propriedade 1 foram realizadas nos dias 

18/01/2013 e 20/07/2013 e na propriedade 2 

nos dias 09/02/2013 e 02/08/2013. 

 

3.2.4.1. Hemograma e bioquímica sérica 

 

O hemograma e a bioquímica sérica foram 

realizados conforme descrito no item 

3.1.3.1. 

 

3.2.5. Métodos diagnósticos 

 

Os exames direto, de reação de 

imunofluorescência indireta e da reação em 

cadeia da polimerase foram realizados 

conforme descrito no itens 3.1.3.1, 3.1.4.2 e 

3.1.4.3, respectivamente. 

 

3.2.6. Estudo da incidência cumulativa de 

anaplasmose granulocítica equina  

  

A fim de se estudar a incidência cumulativa 

os animais das Propriedades 1 e 2 foram 

agrupados a fim de se avaliar a incidência 

cumulativa. Apenas os animais avaliados 

nas coletas 1 e 2 foram incluídos nos estudo, 

totalizando 52 animais e 104 amostras. A 

incidência cumulativa em uma população 

leva em consideração o número de casos 

novos em relação ao número de animais em 

risco de adoecer, estipulado no início do 

estudo. Assim, a incidência cumulativa é a 

probabilidade ou risco de um indivíduo em 

população susceptível desenvolver a doença 

em um determinado período de tempo 

(Almeida Filho e Rouquayrol, 2006). 

 

3.3. Comparação clínica entre animais 

positivos e negativos para anaplasmose 

granulocítica equina 

 

A fim de se avaliar as alterações causadas 

pela AGE em equídeos dos municípios de 

Belo Horizonte, Ataléia e São Vicente de 

Minas, agrupou-se 37 animais positivos ao 

exame de capa leucocitária ou na  

PCR e outros 37 animais negativos. O 

critério de seleção dos animais negativos foi 

definido pela ausência de inclusões 

intracitoplasmáticas na capa leucocitária, 

ausência de sororreatividade na RIFI e PCR 

negativo, tendo sido realizado um sorteio 

para inclusão dos animais nesse grupo. 

Foram estudados os perfis hematológicos e 

bioquímicos dos animais e comparados entre 

si. 

 

3.4. Casos clínicos de AGE atendidos no 

Hospital Veterinário da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de 

Minas Gerais. 

 

Foram atendidos seis casos de anaplasmose 

granulocítica equina na Clínica Médica de 

Equídeos do HV-EV/UFMG entre os anos 

de 2010 e 2013. Todos os casos foram 

encaminhados ao HV devido a queixas 

diferentes à AGE. Durante a internação dos 

animais, sinais clínicos característicos da 

afecção foram observados, tais como: 

anorexia, hipertermia, trombocitopenia e 

anemia. Avaliação da capa leucocitária, bem 

como dos perfis hematológicos e 

bioquímicos dos animais foram realizados 

para se chegar ao diagnóstico definitivo. 

Todos os animais foram positivos ao exame 

de capa leucocitária, mas apenas um foi 

positivo para a PCR. As coletas de sangue 



40 

foram realizadas no dia do diagnóstico e a 

cada 48-72 horas após o início do 

tratamento. 

 

3.5. Análises estatísticas 

 

Os dados foram tabulados no programa 

Excel® e analisados pelo programa 

estatístico SAS (2003). 

 

O resultado do teste diagnóstico de RIFI foi 

utilizado para o cálculo da soroprevalência 

para A. phagocytophilum. Os dados com 

distribuição não paramétrica foram 

submetidos a transformação pelo Log(x+1) e 

os percentuais pelo Arco seno   . Após 

transformação, os dados permaneceram com 

distribuição não paramétrica. Desta forma, 

as médias foram comparadas pelo teste de 

Wilcoxon (duas médias) ou pelo teste de 

Kruskal-Wallis (três ou mais médias). As 

variáveis proporcionais foram comparadas 

pelo teste χ
2
. 

 

A prevalência foi calculada pela formula: nº 

total de casos/população total estudada. E a 

incidência cumulativa foi calculada pela 

formula: nº de casos novos/população inicial 

em risco de infecção. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Avaliação hematológica, sorológica e 

molecular de equinos de tração do 

município de Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil 

 

4.1.1. População estudada 

 

Foram estudados 224 equídeos provenientes 

do município de Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil, devidamente cadastrados no 

Projeto Carroceiros, durante os anos de 

2010, 2011 e 2012. Foram amostradas 21 

URPVs, distribuídas em oito Regionais. 

Apenas a Regional Centro-Sul não foi 

amostrada, pois não há trânsito de equídeos 

nesta Regional (Tab. 6). 

 

Do total de 224 animais avaliados, 41,07% 

(92/224) eram fêmeas e 58,93% (132/224) 

eram machos. A distribuição dos animais 

segundo o sexo variou de 30,00% (9/30) de 

fêmeas e 70,00% (21/30) de machos na 

regional Pampulha a 55,00% (11/20) de 

fêmeas e 45,00% (9/20) de machos na 

regional Barreiro. Não houve diferença entre 

as oito regionais do município de Belo 

Horizonte em relação à distribuição dos 

animais entre os sexos. A maior 

porcentagem de machos está relacionada à 

preferência pessoal do carroceiro que 

consideram as fêmeas menos resistentes e 

aptas ao trabalho. Além disso, as fêmeas 

possuem o inconveniente de apresentarem o 

estro, o que atrai os garanhões, atrapalhando 

o trabalho do carroceiro, apresentam ainda a 

gestação e a lactação que as impedem de 

trabalhar durante um período do ano. 

Durante o tempo em que as fêmeas não 

estão trabalhando, os carroceiros necessitam 

de adquirir, temporária ou definitivamente, 

outro animal para substituir a fêmea gestante 

ou lactante, sem deixar de arcar com os 

gastos para manutenção da mesma.  

 

4.1.2. Avaliação sorológica pela reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI) 

 

Encontrou-se uma frequência de 53,57% 

(120/224) de animais positivos à diluição de 

1:160. A maior frequência foi na Regional 

Oeste (83,33%) e a menor na Pampulha 

(36,67%). Foram observadas variações 

estatisticamente significativas (p<0,05) entre 

as frequências da regional Oeste e Venda 

Nova e entre as Regionais Venda Nova e 

Leste, Nordeste, Barreiro, Noroeste, Norte e 

Pampulha. A distribuição de animais, de 

acordo com as regionais, está apresentada na 

Tab. 7. 
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Tabela 6: Distribuição dos animais de acordo com as URPV’s e Regionais no município de Belo 

Horizonte. 

Regional URPV Data Frequência Porcentagem 

Barreiro Flávio de Oliveira 

Túneo e Lindóia 

02/09/2011 

01/06/2012 

18 

2 

8,03 

0,9 

Leste Andradas I 29/06/2012 30 13,39 

Nordeste São Gabriel 

São Paulo 

São Paulo 

16/09/2011 

09/05/2011 

14/05/2010 

17 

7 

6 

7,59 

3,13 

2,67 

Noroeste Pindorama 

Delta 

Delta 

Pedro II 

23/09/2011 

02/04/2012 

18/04/2011 

02/12/2011 

13 

12 

3 

2 

5,80 

5,35 

1,34 

0,9 

Norte Aeroporto 

Bacuraus 

Saramenha 

26/08/2011 

30/05/2011 

07/05/2010 

11 

11 

8 

4,91 

4,91 

3,57 

Oeste Teresa Cristina 

Barão Homem de Melo 

Silva Lobo 

13/09/2011 

16/03/2012 

18/05/2012 

16 

2 

6 

7,14 

0,9 

2,67 

Pampulha Garça 

Castelo 

Santa Amélia 

04/11/2011 

27/06/2011 

22/11/2010 

11 

12 

7 

4,91 

5,35 

3,13 

Venda Nova São João Batista 

Vilarinho 

Rio Branco 

07/10/2011 

11/04/2011 

13/06/2011 

7 

11 

12 

3,13 

4,91 

5,35 

Total   224 100 

 

 

Tabela 7: Distribuição da frequência de animais reagentes para Anaplasma phagocytophilum de 

acordo com a Regional Administrativa de Belo Horizonte. 

 

Regional Amostras Reativas 

   %   n 

Barreiro 45,00
C 

(9/20) 

Leste 56,67
BC

 (17/30) 

Nordeste 50,00
C 

(15/30) 

Noroeste 43,33
C
 (13/30) 

Norte 40,00
C
 (12/30) 

Oeste 83,33
A
 (20/24) 

Pampulha 36,67
C
 (11/30) 

Venda Nova 76,67
AB

 (23/30) 

   

Total 53,57 (120/224) 
Percentuais seguidos por letras diferentes, na mesma coluna, diferem (p<0,05). 
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Apesar de serem esperadas maiores taxas de 

positividade para as fêmeas, devido à maior 

exposição a fatores estressantes, como a 

gestação, parto e lactação, com aumento das 

chances de infecção, o mesmo não foi 

confirmado (p>0,05). O percentual de 

fêmeas positivas e negativas foi de 55,43 % 

(51/92) e 44,57% (41/92), respectivamente. 

Os machos apresentaram 52,27% (69/132) 

de positividade e 47,53% (63/132) foram 

negativos.  

 

A maioria das amostras (41,47%) apresentou 

uma diluição de 1:160, tais amostras foram 

então submetidas à titulação nas diluições de 

1:320, 1:640 e 1:1280. As Regionais Oeste e 

Venda Nova apresentaram grande número 

de animais positivos com titulação 

predominantemente entre 1:160 e 1:320.  

Nas Regionais Leste e Norte, houve uma 

alta prevalência de animais com título acima 

de 1:640. A frequência das diluições 

encontradas e a distribuição das titulações de 

acordo com as Regionais estão apresentadas 

na Fig. 2 e Tab. 8, respectivamente. 

 

 
Figura 2: Frequência das diluições dos soros, em amostras reativas na RIFI, em investigação de 

soroprevalência equina Anaplasma phagocytophilum, Belo Horizonte. 

 

Com exceção das Regionais Norte e Leste, 

todas as Regionais apresentaram maior 

frequência de animais apresentando títulos 

mais baixos, apesar disto não se pode 

caracterizar estas como áreas de estabilidade 

enzoótica devido à porcentagem de amostras 

consideradas positivas, que deveriam estar 

acima de 80%.  

 

O percentual de animais sororreagentes com 

títulos acima de 1:640 foi de 41,18% e 

50,00% nas Regionais Leste e Norte, 

respectivamente. Franzén et al. (2005) 

descreveram o pico da titulação entre  

três a sete dias após a soroconversão, 

correspondendo ao período entre 12 a 16 

dias após infecção experimental. O que pode 

ser extrapolado para a situação em estudo e 

descrever os animais destas regionais com 

animais em fase de convalescença. Além 

disso, como as amostras foram obtidas 

durante o horário de trabalho dos animais, 

provavelmente os animais considerados 

positivos não apresentavam sintomatologia 

grave da doença. 

 

Não foi possível realizar um exame clínico 

detalhado dos animais durantes as visitas 

realizadas às URPVs, sendo os principais 

motivos falta de infraestrutura adequada e a 

grande quantidade de animais que devem 

passar pela vacinação e marcação. A falta 

desse exame clínico torna difícil a 

comparação entre os valores das titulações e 

a presença ou não de sintomatologia clínica. 

Vale ressaltar também que, como a coleta 

realizada foi pontual, não foi possível o 

acompanhamento dos animais e dos valores 

das titulações.  

41,67 

30,83 

15,83 

11,67 

160 320 640 1280 
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Tabela 8: Distribuição das amostras reativas na RIFI, de acordo com a Regional e a diluição do 

soro, em investigação de soroprevalência equina para Anaplasma phagocytophilum.  

Regional Titulação das amostras reativas (%, n) 

 1:160 1:320 1:640 1:1280  

Barreiro 44,44 (4/9) 44,44 (4/9) 0,00 (0/9) 11,11 (1/9)  

Leste 41,18 (7/17) 17,65 (3/17) 23,53 (4/17) 17,65 (3/17)  

Nordeste 26,67 (4/15) 53,33 (8/15) 6,67 (1/15) 13,33 (2/15)  

Noroeste 61,54 (8/13) 15,38 (2/13) 23,08 (3/13) 0,00 (0/13)  

Norte 16,67 (2/12) 33,33 (4/12) 25,00 (3/12) 25,00 (3/12)  

Oeste 65,00 (13/20) 15,00 (3/20) 15,00 (3/20) 5,00 (1/20)  

Pampulha 54,55 (6/11) 27,27 (3/11) 0,00 (0/11) 18,18 (2/11)  

Venda Nova 26,09 (6/23) 43,48 (10/23) 21,74 (5/23) 8,70 (2/23)  

Total 41,47 (50/120) 30,83 (37/120) 15, 83 (19/120) 11,67 (14/120)  

 

Ao se comparar os animais reativos e não 

reativos e as estações chuvosa e de seca, não 

se encontrou diferenças entre as estações 

(p>0,05). O mês com maior número de 

amostras analisadas foi o mês de setembro 

(64/224), seguido por junho (56/224), 

dezembro e março foram os meses com 

menor quantidade de animais avaliados, 

apenas dois animais em cada URPV. A fig. 

4 apresenta a distribuição das amostras 

reativas e não reativas de acordo com o mês 

do ano e a pluviosidade encontrada em cada 

mês. 

 

Não foi observada diferença (p>0,05) entre 

as estações do ano nas coletas utilizadas 

devido ao fato de serem pontuais e não ao 

longo de todo o ano, nãos sendo possível 

realizar um estudo sobre a dinâmica de 

infecção, re-infecção e cura nestes animais.  

 

 
Figura 3: Distribuição das amostras reativas e não reativas, de acordo com o mês avaliado e a 

pluviosidade encontrada em cada mês avaliado. 
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4.1.3. Avaliação parasitológica pela capa 

leucocitária 

 

Dentre os animais avaliados pelo esfregaço 

de capa leucocitária 3,14% (7/223) possuíam 

inclusões indicativas da presença do agente. 

A Regional com o maior número de animais 

positivos foi a Norte (10,00% - 3/30). As 

regionais Barreiro, Leste, Noroeste e  

Oeste não apresentaram nenhum animal 

considerado positivo, neste exame. 

 

 

Figura 4: Neutrófilo circulante 

apresentando inclusão intracitoplasmática 

sugestiva de mórula de Anaplasma 

phagocytophilum. Aumento 1000x. 

 

A baixa prevalência do exame direto 

encontrada no presente trabalho foi devida a 

coleta pontual. Segundo a literatura 

(Stannard et al., 1969; Butler et al., 2008), 

as mórulas são normalmente encontradas 

durante a fase aguda e febril da doença. 

Durante os cursos e palestras ministradas, os 

carroceiros são orientados a não trabalharem 

com animais apresentando qualquer 

sintomatologia clínica. Recomenda-se 

encaminhá-los ao Hospital Veterinário da 

Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais (HV-EV/UFMG), 

onde serão devidamente avaliados e  

tratados de forma mais adequada. Assim, 

como as coletas foram realizadas nas 

URPVs e não no HV-EV/UFMG, o  

número de animais com sintomatologia 

clínica e consequentemente com presença de 

neutrófilos circulantes infectados, foi muito 

baixo.  

 

4.1.4. Avaliação molecular (PCR) 

 

Foram escolhidas, aleatoriamente 96 

amostras de Belo Horizonte para a 

realização da PCR, totalizando 192 reações, 

por se tratar de nested PCR. Dessas 

amostras, apenas seis (6,25%) foram 

consideradas positivas para Anaplasma 

phagocytophilum. O sequenciamento das 

amostras positivas, não foi satisfatório, não 

sendo possível sua análise através do 

BLASTN (Basic Local Alignment Search 

Tool Nucleotide). O BLASTN é um 

programa, pertencente ao NCBI, que 

compara a sequência nucleotídica 

encontrada com outras previamente 

depositadas no banco de dados (genBank). 

Provavelmente, o sequenciamento das 

amostras positivas foi insatisfatório devido a 

pouca quantidade de produto de PCR obtido 

ao final da segunda reação, apesar de terem 

sido seguidos os mesmos procedimentos 

para todas as amostras. 

 

Devido à coleta pontual, não foi possível o 

acompanhamento e coleta durante a fase 

aguda da doença e por isso o valor 

encontrado pode ter sido baixo. Apesar 

disso, os valores descritos na literatura atual 

em equinos são mais baixos que os 

encontrados ou até mesmo nulos. No Brasil 

ainda não foram descritos casos com 

comprovação molecular da presença do 

agente em equinos (Salvagni et al., 2010). 

  

A Fig. 6 mostra um gel de agarose 1% 

contendo amostra positiva para o gene msp4 

do Anaplasma phagocytophilum. 
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Figura 5: Gel de Agarose 1% apresentando amostra positiva para Anaplasma phagocytophilum. 

P: Padrão, peso molecular 1Kb; C+: Controle Positivo, obtido após extração de DNA de cultivo 

celular de A. phagocytophilum; A+: Amostra positiva; as duas últimas canaletas contém os 

brancos da primeira e da segunda reação, respectivamente. 

 

4.1.5. Avaliação laboratorial 

 

4.1.5.1. Eritrograma e plaquetograma 

 

O eritrograma e índices hematiméricos dos 

animais tanto para o grupo de animais 

reativos como para os não reativos para RIFI 

estão dentro da faixa de variação esperada 

para a espécie. Exceção se faz para valores 

de Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média (CHCM), que se 

encontram acima dos valores de referência 

para ambos os grupos avaliados. O CHCM é 

um índice que avalia a coloração dos 

eritrócitos em casos de anemia, seu aumento 

caracteriza uma hipercromia, com aumento 

de hemoglobina no interior dos eritrócitos. A 

hipercromia é observada em casos onde há 

liberação retardada de eritrócitos na corrente 

sanguínea, pois há mais divisões nas células 

precursoras de eritrócitos e maior 

concentração da hemoglobina em seu 

interior. Esta avaliação deve ser feita 

criteriosamente, pois em casos de hemólise 

da amostra após a coleta e icterícia, os 

valores podem se apresentar aumentados 

pela análise automática, mas não refletir a 

verdadeira condição do animal.  

 

Ao comparar as médias entre os grupos 

considerados reativos e não reativos 

sorologicamente, houve diferença (p<0,05) 

apenas nos valores de eritrócitos e de 

hemoglobina, sendo ambos maiores para o 

grupo reativo. Como foi realizada coleta 

pontual desses animais, não foi possível 

avaliar a dinâmica dos parâmetros durante o 

curso da infecção. Segundo a literatura, 

espera-se encontrar animais apresentando 

anemia moderada quando infectados pelo A. 

phagocytophilum (Dagnone et al., 2001; 

Franzén et al., 2005; Woldehiwet, 2010; 

Soares, 2012). Os animais avaliados, 

provavelmente, não encontravam-se com a 

doença clínica, apesar de serem positivos 

para a RIFI e os valores de eritrócitos e 

hemoglobina encontrados foram devido à 

recuperação dos animais após a infecção. 

Também, valores mais altos de eritrócitos 

podem ser encontrados em animais 

apresentando desidratação, independente do 

seu grau, que leva a hemoconcentração e 

consequentemente a uma policitemia 

relativa (Thrall et al., 2006; Kaneko et al., 

2008). Apenas a infecção por A. 

phagocytophilum foi pesquisada nas 

amostras obtidas.  
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Animais de tração são constantemente 

submetidos a esforço físicos exaustivos. 

Como a hemoglobina é responsável pelo 

transporte de oxigênio para os tecidos, 

através dos eritrócitos e por estes animais 

apresentarem maior demanda de oxigênio, o 

aumento da hemoglobina é considerado 

normal. Isto também está relacionado aos 

valores de CHCM encontrados em ambos os 

grupos experimentais. Kowal et al. (2006) 

demonstraram aumento nos valores de 

eritrócitos, hematócrito e de hemoglobina 

em equinos Puro-Sangue-Inglês submetidos 

a teste de esforço em esteira ergométrica, 

com aumento proporcional ao esforço ao 

qual os animais foram submetidos.  

 

Os animais apresentaram plaquetas dentro 

dos valores de referência, não havendo 

diferença entre os grupos analisados 

(p<0,05). Os resultados encontrados estão 

em desacordo com o descrito na literatura, 

que descreve a trombocitopenia como a 

alteração hematológica mais frequente nos 

casos clínicos de anaplasmose granulocítica 

equina (Dagnone et al., 2001; Franzén et al., 

2005; Woldehiwet, 2010). Ainda não se sabe 

qual o mecanismo exato para a redução do 

número de plaquetas circulantes, mas 

acredita-se que mecanismos imunológicos 

sejam responsáveis por essa diminuição 

(Leipidi et al. 2000).  

 

Os equídeos estão submetidos a um grande 

estresse, devido a alta concentração de 

animais nas URPVs durante as coletas, a 

marcação e manipulação e contenção física 

em troncos ou utilizando cachimbo, quando 

necessário. Quando em situações de estresse, 

apresentam contração esplênica, que, além 

de aumentar os valores de eritrócitos e 

leucócitos durante um período de tempo, 

também aumenta os valores de plaquetas o 

que justifica o aumento das mesmas na 

circulação destes animais. Não é possível 

afirmar que os animais apresentavam valores 

de plaquetas abaixo do esperado antes de 

serem submetidos aos fatores de estresse 

citados (Weiss e Wardrop, 2010). Os valores 

de eritrograma, índices hematimétricos  

e de plaquetometria estão demonstrados  

na Tab. 9. 

 

Tabela 9: Valores médios (média + erro padrão) do eritrograma e da plaquetometria entre os 

grupos de animais reativos e não reativos no exame de RIFI em investigação da soroprevalência 

equina para Anaplasma phagocytophilum. 

 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

Parâmetro avaliado Reativos (X±EP) Não reativos (X±EP) 

Eritrócitos (x10
6
/µl) 7,16±0,10

a 
6,89±0,12

b 

Hematócrito (%) 29,90±0,42 29,46±0,41 

Hemoglobina (g/dl) 11,84±0,18
a 

11,45±0,16
b 

VGM (fl) 40,59±0,38 40,70±0,47 

CHCM (pg) 41,03±0,29 41,54±0,43 

HCM (pg) 16,62±0,15 16,83±0,25 

RDW (%) 19,51±0,13 19,65±0,14 

Plaquetas (x10
3
/µl) 190,73±6,99 185,97±7,17 

X=Média; EP=Erro padrão. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem(p<0,05). Valores de 

referência: Hematócrito: 24-44; Hemoglobina: 8–14; Eritrócitos: 5,5–9,5; Volume globular médio (VGM): 37-58,5; 

Concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): 12,3-

19,7; RDW: 19-20; Plaquetas: 120-256. Fonte: Jain (1993). 

  

4.1.5.2. Leucograma 

 

Na avaliação do leucograma, ambos os 

grupos, apresentaram valores da relação 

neutrófilo:linfócito acima dos esperados 

para a espécie, mas ao se comparar  

esse parâmetro entre os grupos não  

houve diferença (p>0,05). Relação 

neutrófilo:linfócito acima dos valores 

esperados é devido ao aumento do número 



47 

de neutrófilos circulantes ou à queda do 

número de linfócitos. Animais submetidos a 

exercício apresentam, logo após o exercício, 

um aumento tanto de neutrófilos quanto de 

linfócitos e, mais tardiamente apresentam 

uma queda nos valores de linfócitos e 

aumento nos valores de neutrófilos, com 

consequente alteração de relação 

neutrófilo:linfócitos (Dias, 2008). Os 

animais avaliados são levados às URPVs 

durantes os intervalos entre uma coleta de 

entulho e outra. Este trabalho é considerado 

atividade física e por isso os animais 

apresentaram essa variação nos números de 

neutrófilos e linfócitos, com alteração nos 

valores da relação neutrófilo:linfócito.  

 

Além disso, o estresse a que os animais são 

submetidos anteriormente à coleta de sangue 

aumenta a concentração de cortisol 

endógeno que pode levar uma 

pseudoleucocitose, já que nenhuma célula 

foi produzida e sim realocada, saindo do 

pool de células marginais, se tornando parte 

dos leucócitos circulantes, elevando a 

relação neutrófilo:linfócito (Snow et al., 

1983). A aplicação exógena de hormônio 

adrenocorticotrófico foi capaz de elevar a 

relação neutrófilo:linfócito em equinos 

hígidos (Rossdale et al., 1982). 

 

Houve diferença entre os valores 

encontrados para linfócito absoluto, 

bastonete absoluto e bastonete relativo, 

sendo todas as médias maiores (p<0,05) para 

o grupo dos animais reativos para sorologia 

para A. phagocytphilum.  

 

Animais acometidos pela anaplasmose 

granulocítica apresentam um quadro de 

leucopenia, caracterizada por neutropenia e 

linfopenia (Dagnone et al., 2001; Franzén et 

al., 2005; Woldehiwet, 2010). Os valores 

encontrados no estudo diferem do descrito 

na literatura, pois os animais apresentaram 

valores leucocitários dentro dos esperados e 

ainda houve diferença entre os valores de 

linfócitos, sendo maiores para o grupo de 

animais reativos. A principal causa de 

aumento dos valores de linfócitos é a 

resposta à excitação causada pelo manejo do 

animal ou devido à exercício físico. Os 

animais de ambos os grupos estão 

submetidos ao mesmo nível de excitação no 

momento da coleta e são animais que estão 

trabalhando anteriormente à coleta, não 

sendo possível afirmar que o aumento de 

linfócitos encontrado no grupo reativo seja 

devido a isso. Outras causas de linfocitose 

são a exposição à antígenos e neoplasias 

linfoides (Weiss e Wradrop, 2006). Não foi 

possível avaliar se os animais do grupo 

possuíam alguma dessas alterações citadas, 

pois o diagnóstico das mesmas não é 

baseado apenas no leucograma, sendo 

necessária avaliação minuciosa dos animais.  

 

Houve diferença entre grupos (p<0,05) para 

os valores de neutrófilos bastonetes, tanto 

relativo quanto absoluto, sendo as médias 

maiores para o grupo reativo. Os bastonetes 

são considerados granulócitos jovens e são 

liberados na corrente sanguínea quando há 

diminuição da sua forma adulta (neutrófilos 

segmentados) numa taxa acima da 

capacidade da medula óssea liberar novos 

neutrófilos segmentados. Os neutrófilos são 

células de defesa primária e normalmente 

atuam contra microorganismos, trauma e 

lesão tecidual ou qualquer outro sinal 

inflamatório (Weiss e Wardrop, 2010). 

Como a anaplasmose granulocítica equina 

leva a uma redução no número de 

neutrófilos circulantes, este aumento nos 

valores de bastonetes no grupo dos reativos 

se deve a maior liberação dessas formas 

jovens, o objetivo seria restabelecer os 

valores normais de neutrófilos e bastonetes 

esperados para a espécie, caracterizando o 

desvio a esquerda, ou seja, os animais foram 

responsivos à queda dos leucócitos 

circulantes. Os valores médios do 

leucograma dos animais reativos e não 

reativos estão apresentados da Tab. 10. 
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Tabela 10: Valores médios absolutos (média ± erro padrão) do leucograma entre os grupos de 

animais reativos e não reativos à RIFI, em investigação da soroprevalência equina para 

Anaplasma phagocytophilum.  

 Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

Parâmetro avaliado Reativos (X±EP) Não reativos (X±EP) 

Leucócitos (células/µl) 11547,86±336,60 10814,90±283,34 

Basófilo (células/µl) 72,78±11,83 51,92±8,80 

Eosinófilo (células/µl) 537,95±45,10 481,28±36,92 

Neutrófilo (células/µl) 6757,09±242,70 6623,44±251,61 

Bastonete (células/µl) 135,53±18,85
a 

80,06±14,23
b 

Linfócito (células/µl) 3502,17±165,03
a 

3026,38±147,91
b 

Monócito (células/µl) 544,19±44,69 551,71±37,68 

Relação Neutrófilo:Linfócito 2,46±0,14 2,76±0,20 
X: Média; EP: Erro padrão; Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha (p<0,05).Valores de referência 

(Jain, 1993): Leucócitos Totais: 5200-13900 cels/μl; Basófilo absoluto: 0-290 cels/μl; Eosinófilo absoluto: 100–1000 

cels/μl; Neutrófilo absoluto: 2200-8500 cels/μl; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/μl; Linfócito absoluto: 1500-7000 

cels/μl; Monócito absoluto: 0-1000 cels/μl; RelaçãoNeutrófilo:Linfócito: 1:2-1:3. 

 

4.1.5.3. Bioquímica sérica 

 

Os valores médios e erro padrão da média 

para o perfil hepático, renal e proteico estão 

apresentados na tab. 10. 

 

4.1.5.3.1. Perfil hepático 

 

Não foram observadas alterações nos valores 

médios das enzimas hepáticas, com exceção 

da GGT. Entretanto, Lepidi et al. (2000) 

descrevem injúria hepática moderada em 

seis equinos com infecção experimental pelo 

agente. O órgão dos animais foi avaliado por 

histopatologia após eutanásia durante a fase 

aguda da doença. Foram encontrados focos 

inflamatórios caracterizados por infiltrados 

periportais moderados de células 

mononucleares, hepatite lobular 

apresentando agregados de macrófagos e 

ocasionalmente neutrófilos com focos 

apresentando células apoptóticas. Aguero-

Rosenfeld (2002) cita o aumento das 

enzimas hepáticas, principalmente AST e 

ALT, como o principal achado de 

bioquímica séria nos casos de anaplasmose 

granulocítica. 

 

Kaneko et al. (2008) citam a GGT como 

uma enzima presente na superfície luminal 

das células dos túbulos contorcidos 

proximais, sendo o equino uma exceção por 

apresentar concentrações mais altas dessa 

enzima nas células dos canalículos biliares, 

nos hepatócitos as concentrações são 

menores. Durante lesões tubulares, há 

liberação desta enzima diretamente na urina. 

O fígado é considerado o órgão que mais 

contribui para a atividade da GGT sérica. 

Não há descrição do aumento da GGT em 

casos de anaplasmose granulocítica equina 

na literatura consultada.  

 

Mesmo não sendo descrito o aumento de 

GGT em casos de anaplasmose granulocítica 

equina, outras causas devem ser 

consideradas para o aumento observado. Em 

casos de colestase em equinos, há aumento 

dos valores de GGT e a enzima é 

considerada mais sensível do que a fosfatase 

alcalina (FA), que tem aumento discreto, 

para diagnóstico desta afecção. Os valores 

de FA no presente estudo se mantiveram 

dentro dos valores de referência, podendo-se 

descartar a colestase como um diagnóstico 

provável, pois mesmo a GGT sendo mais 

sensível para o diagnóstico, os valores de 

FA deveriam se apresentar mais elevados. 

Enterite proximal, também pode levar a um 

aumento da atividade de GGT sérica 

(Kaneko et al., 2008), mas os animais, 

provavelmente não apresentavam quadros de 

enterite proximal, pois tal afecção causa dor 

e outras alterações clínicas, de hematologia e 
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de bioquímica sérica, não encontradas nos 

animais estudados. 

 

O fígado também é o principal órgão 

responsável pela homeostase da glicose, e 

apesar de não possuir receptores GLUT-4, 

que são responsivos à insulina no processo 

de internalização da glicose, eles possuem 

receptores GLUT-2 que permitem livre 

entrada de glicose nos hepatócitos. Quando 

em concentrações elevadas na circulação, o 

fígado é obrigado a metabolizar rapidamente 

a glicose, em glicogênio, lipídeos, corpos 

cetônicos, o que leva a uma sobrecarga do 

órgão, levando a lesões hepáticas (Kaneko et 

al., 2008), com consequente liberação de 

GGT na corrente sanguínea. Seria 

interessante mensurar a concentração tanto 

da glicose quanto da insulina, entretanto isto 

não foi possível neste estudo. 

 

Tabela 11: Valores médios (média ± erro padrão) dos perfis renal e hepático entre os grupos de 

animais reativos e não reativos à RIFI, em investigação da soroprevalência equina para 

Anaplasma phagocytophilum. 

Parâmetro avaliado Reativos (X±EP) Não reativos (X±EP) 

Uréia (mg/dl) 48,55±2,28 47,42±1,36 

Creatinina (mg/dl) 1,29±0,03 1,30±0.02 

GGT (U/L) 19,10±1,80 15,70±0,58 

AST (U/L) 310,65±46,98 267,65±12,07 

ALT (U/L) 10,51±2,22 7,49±1,01 

FA (U/L) 137,01±7,67 127,25±6,87 
X: Média; EP: Erro padrão. Valores de referencia (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 UI/l; AST: 226-366 UI/l; ALT: 3-23 UI/l); FA: 86-295 UI/l; Albumina: 2,4-

4,0 mg/dl; Proteínas totais: 5,2-7,9 mg/dl. 

 

4.1.5.3.2. Perfil renal 

 

Não houve alteração nos valores de ureia e 

creatinina nos grupos estudados. Neste 

trabalho foram realizadas mensurações dos 

valores de ureia sérica. Alguns laboratórios 

clínicos utilizam os valores do nitrogênio 

ureico sanguíneo o que pode levar a 

confusão dos médicos veterinários ao 

avaliarem os resultados, pois ao considerar 

todo o nitrogênio ureico os valores 

encontrados são maiores que os valores de 

ureia. 

 

4.1.5.3.3. Perfil proteico 

 

Não foram encontradas alterações no perfil 

proteico dos animais avaliados, nem quando 

comparados os grupos reativos e não 

reativos. Apesar de Soares (2012) ter 

encontrado aumento das proteínas do perfil 

proteico em equídeos de tração de Belo 

Horizonte, utilizando como parâmetro de 

comparação a reatividade dos animais à 

sorologia para Leishmania sp., no presente 

estudo os animais avaliados não 

apresentaram alterações no perfil proteico, 

quando comparados entre si e quando 

avaliados como um único grupo de animais. 

A Tab. 12 mostra os valores médios 

encontrados para o perfil proteico. 

 

Apesar de Soares (2012) ter encontrado 

aumento das proteínas do perfil proteico em 

equídeos de tração de Belo Horizonte, 

utilizando como parâmetro de comparação a 

reatividade dos animais à sorologia para 

Leishmania sp., no presente estudo os 

animais avaliados não apresentaram 

alterações no perfil proteico, quando 

comparados entre si e quando avaliados 

como um único grupo de animais.  
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Tabela 12: Valores médios (média ± erro padrão) do perfil proteico entre os grupos de animais 

reativos e não reativos à RIFI, em investigação da soroprevalência equina para Anaplasma 

phagocytophilum 

Parâmetro avaliado Reativos (X±EP) Não reativos (X±EP) 

Proteínas totais 7,40±0,06 7,26±0,07 

Fibrinogênio 338,57±24,01 405,00±33,14 

Albumina 2,84±0,03 2,80±0,04 

Globulina 4,57±0,07 4,46±0,07 

Albumina:Globulina 0,64±0,01 0,65±0,01 
X: Média; EP: Erro padrão. Valores de referência (Robinson,1997; Kaneko et al., 2008); Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; 

Proteínas totais: 5,2-7,9 mg/dl; Fibrinogênio: 100 – 400 mg/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 

0,62-1,46. 

 

Animais apresentando reatividade a alguma 

doença infecciosa, possuem um aumento 

significativo das globulinas, em especial as 

imuno ou gamaglobulinas. Este aumento é 

visto durante a fase aguda e de 

convalescença. Durante a fase aguda, o 

sistema imunológico dos animais está 

produzindo anticorpos contra o agente 

infeccioso, principalmente imunoglobulinas 

M e A, já na fase de convalescença a 

imunoglobulina predominante é a G (Abbas 

e Lichtman, 2008). Esperar-se-ia encontrar 

aumento nos valores de globulina e 

diminuição da relação albumina:globulina 

nos animais reativos, pois os mesmo 

apresentam maior quantidade de globulinas 

circulantes. Os valores dentro da 

normalidade apresentados pelo grupo reativo 

pode ser devido a uma menor resposta 

imunológica dos animais ou a níveis de 

imunoglobulinas anti-A. phagocytophilum 

mais baixos, devido a estabilidade enzoótica 

encontrada em algumas regionais 

pesquisadas.  

 

4.2. Avaliação clínica e laboratorial de 

equídeos e da ocorrência de Anaplasma 

phagocytophilum em duas regiões do 

estado de Minas Gerais, Brasil. 

 

4.2.1. Ectoparasitas 

 

Durante as visitas às propriedades foram 

encontrados carrapatos parasitando os 

animais. Os carrapatos foram coletados e foi 

feito um pool de cada propriedade, em cada 

coleta, a presença de infestação foi 

devidamente documentada para casa animal. 

A frequência de animais infectados, em cada 

época do ano e de acordo com a 

propriedade, encontra-se descrita na Tab. 13.  

 

Tabela 13: Distribuição do número de animais de acordo com a presença de carrapatos, no verão 

e no inverno, de acordo com a propriedade, em dois municípios de Minas Gerais, Brasil 

Fazenda Estação do ano - % (n) 

Verão Inverno 

Propriedade 1 12,50 (5/40)
Bb 

36,36 (16/44)
a 

Propriedade 2 53,49 (23/43)
A 

35,56 (16/45) 
Médias seguidas por letras diferentes, maiúscula na coluna e minúscula na linha, diferem (P<0,05 - Teste Qui-

quadrado) 

 

Na Propriedade 1, no verão, dos cinco 

animais parasitados foram identificadas 

nove fêmeas adultas e duas ninfas 

ingurgitadas de Dermacentor (Anocentor) 

nitens. Já no inverno, foram identificadas 12 

fêmeas adultas ingurgitadas de Dermacentor 

(Anocentor) nitens, machos (quatro) e duas 

fêmeas ingurgitadas de Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus e apenas um macho 

de Amblyomma cajennense.  
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Na Propriedade 2, no verão dos 23 animais 

parasitados foram coletadas fêmeas 

ingurgitadas (seis) e não ingurgitadas (três) 

de Amblyomma cajennense, uma fêmea 

ingurgitada de Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus e duas fêmeas ingurgitadas de 

Dermacentor (Anocentor) nitens. Já no 

inverno, foram identificadas três fêmeas 

adultas e uma ninfa ingurgitadas de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus e uma 

fêmea adulta ingurgitada de Dermacentor 

(Anocentor) nitens (Fig. 6 e Fig. 7). 

 

As duas propriedades apresentavam pastos 

“sujos” contendo vegetação arbustiva, o que 

favorece a manutenção dos carrapatos nos 

pastos. Nessas áreas protegidas do sol, com 

temperatura e umidade relativa favoráveis as 

teleóginas se abrigam para fazer ovoposição. 

Além disso, ainda oferece proteção para os 

ovos e para as larvas recém-eclodidas 

(Torres et al., 2012).  

 

Houve diferença (p<0,05) entre as estações e 

a quantidade de animais parasitados na 

propriedade 1, sendo a carga parasitária 

maior durante a coleta realizada no período 

da seca. Também houve diferença (p<0,05) 

na taxa de animais parasitados entre as 

propriedades durante o verão observando-se 

maior número de animais parasitados na 

propriedade 2. Não há realização de controle 

estratégico para carrapatos nas propriedades, 

sendo o controle realizado apenas quando se 

nota a presença de parasitas adultos, o que 

justifica a quantidade de animais parasitados 

e a diferença entre as propriedades, já que a 

propriedade 1 mantém um manejo mais 

intenso dos animais, sendo possível melhor 

observação da infestação pelo parasitas. 

 

  

Figura 6: Pavilhão auricular de um equino 

apresentando infestação por carrapatos. 

Figura 7: Infestação por carrapato na região 

perianal de equino pertencente à 

propriedade 1. 
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Em ambas as propriedades há criação de 

bovinos juntamente aos equídeos, o que 

pode favorecer a presença de Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus parasitando os 

animais em estudo. Torres et al. (2012) em 

um estudo com equinos das raças Puro 

Sangue Inglês e Crioula, demonstraram que 

a criação conjunta de bovinos e equinos é 

um fator de risco para a infestação dos 

equinos por R. (B.) microplus. No estudo os 

autores encontraram 31,8% dos animais 

parasitados pelo carrapato em uma 

propriedade onde há contato direto dos 

equinos com bovinos. Em contrapartida, no 

mesmo estudo, em uma propriedade onde 

não há contato direto entre equinos e 

bovinos, nenhum cavalos apresentou 

infestação pelo ectoparasita.  

 

Não foi identificada nenhuma espécie do 

complexo Ixodes persulcatus, durante as 

coletas. Espécies deste complexo estão 

relacionadas à transmissão de A. 

phagocytophilum em países europeus e nos 

Estado Unidos da América, mas até o 

presente momento não foram identificadas 

no Brasil (Dantas-Torres et al., 2009; 

Salvagni et al., 2010; Silaghi et al., 2012). 

Não foi objetivo do presente estudo avaliar a 

taxa de infestação e sim quais as espécies 

estavam parasitando os animais no momento 

das coletas, por isso a realização de um pool 

de carrapatos de cada propriedade, durante 

cada visita. 

 

Não foi realizado nenhum teste para avaliar 

a presença ou não do agente nas glândulas 

salivares dos carrapatos coletados. Silveira 

(2012) realizou nested PCR das glândulas 

salivares de carrapatos de três espécies, e 

nenhuma apresentou banda específica para 

A. phagocytophilum. Já Santos et al. (2013), 

realizaram RT-PCR em carrapatos das 

espécies A. cajennense, Rhipicephalus 

sanguineus, Amblyomma ovale e 

Amblyomma sp., provenientes de cães 

domiciliados em Seropédica e Itaguaí, no 

estado do Rio de Janeiro. Os autores 

encontraram uma frequência de 2,55%, 

dentre todas as espécies avaliadas, de 

carrapatos positivos para A. 

phagocytophilum. As fêmeas de A. 

cajennense apresentaram maior frequência 

de positividade (6,67%). 

 

4.2.2. Avaliação sorológica pela Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

 

A distribuição dos animais positivos e 

negativos para RIFI, de acordo com a 

propriedade e a estação do ano, encontram-

se na Tab. 15. 

 

Tabela 14: Distribuição da frequência de animais de acordo com a reatividade sorológica na 

RIFI na diluição de 1:160, de acordo com a propriedade e a estação do ano, em investigação da 

soroprevalência equina para Anaplasma phagocytophilum, em duas regiões do estado de Minas 

Gerais, Brasil 

 Propriedade 1 Propriedade 2 

RIFI Chuva Seca Chuva Seca 

Reativo (%)  62,50 77,27 88,37 75,56 

Não Reativo (%) 37,50 22,73 11,63 24,44 
Teste de Qui-quadrado (p=0,0531) 

 

Foram encontrados 76,16% (131/172) de 

animais positivos para a RIFI quando os 

animais foram agrupados e analisados 

independente da propriedade e da coleta. A 

propriedade que apresentou maior 

porcentagem de animais positivos foi a 

Propriedade 2, com 88,37% (38/43) dos 

animais apresentando-se reativos para a RIFI 

na diluição de 1:160 (ponto de corte). Não 

houve diferença na distribuição de positivos 

e negativos entre as propriedades 

(p=0,0531). Ao se avaliar a frequência 

encontrada de animais positivos e negativos 

em cada coleta, não se observou diferença 
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(p>0,05) entre a primeira e segunda coleta 

nas propriedades. 

 

As amostras consideradas positivas foram 

diluídas e as titulações apresentadas pelos 

animais foram estudadas. Houve perda de 

uma amostra da Propriedade 1, primeira 

coleta, não sendo possível a realização da 

titulação da mesma. A Tab. 15 apresenta a 

distribuição das titulações dos animais 

positivos na RIFI de acordo com a 

propriedade e coleta.  

 

Tabela 15: Distribuição das amostras reativas na RIFI, de acordo com a propriedade, a estação 

do ano e a diluição do soro, em investigação de soroprevalência equina para Anaplasma 

phagocytophilum em duas regiões do estado de Minas Gerais, Brasil 

 Propriedade 1 Propriedade 2 

Titulação Chuva Seca Chuva Seca 

1:160 (%) 25,00 23,53 28,95 14,71 

1:320 (%) 37,50 41,18 44,74 47,06 

1:640 (%) 20,83 32,35 13,16 23,56 

1:1280 (%) 16,67 2,94 13,16 14,71 

 

A titulação de 1:320 foi a com maior 

prevalência (43,08%) quando avaliou-se 

todos os animais sem considerar a 

propriedade e a coleta. A Propriedade 1, na 

estação chuvosa, apresentou maior 

porcentagem de animais apresentando títulos 

iguais a 1:1280 (16,67%), mas no total 

apenas 11,54% dos animais apresentaram 

esta titulação. Não houve diferença (p<0,05) 

entre as propriedades e os títulos 

apresentados pelos animais, nem entre as 

coletas e dentro das propriedades. 

 

Na Propriedade 1, não houve diferença na 

prevalência entre a primeira e a segunda 

coletas, devido a uma estabilidade já 

alcaçada entre o agente, os hospedeiros 

vertebrados e invertebrados. Os equinos já 

devem possuir títulos protetores de 

imunoglobulinas, que os impedem de 

apresentar sintomatologia clínica, apesar da 

infecção ocorrer. A maior parte dos animais 

desta propriedade, que foram positivos na 

RIFI, apresentaram títulos de 1:160 e 1:320. 

 

A Propriedade 2, apesar de não haver 

significância (p>0,05), apresentou uma 

diminuição do número de animais positivos 

para RIFI. Nesta propriedade há um grande 

fluxo de animais, tanto de entrada quanto de 

saída. Os animais considerados positivos na 

primeira coleta e que não estavam presentes 

na segunda, e os novos animais que não 

tiveram contato com o agente ou não 

soroconverteram contribuíram para essa 

diminuição.  

 

4.2.3. Avaliação parasitológica pela capa 

leucocitária 

 

No presente estudo, foram avaliados os 

esfregaços capas leucocitárias de todos os 

animais, tanto na primeira quanto na 

segunda coleta. Do total de 171 capas 

leucocitárias avaliadas, foram encontradas 

inclusões intracitoplasmáticas sugestivas  

de A. phagocytophilum em 22 esfregaços 

(12,87%). Os valores encontrados 

correspondem à metade do percentual 

relatado por Gavião Prado et al. (2011) em 

um levantamento feito com 57 equídeos de 

tração na região metropolitana de Belo 

Horizonte. Butler et al. (2008), ao avaliarem 

a capa leucocitária de seis animais com 

infecção natural pelo agente, encontraram 

cinco animais positivos. Os resultados estão 

apresentados na Tab. 16. 
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Tabela 16: Distribuição da frequência de animais de acordo com a presença de mórulas no 

esfregaço de capa leucocitária, propriedade e a estação do ano, em investigação de 

soroprevalência equina de Anaplasma phagocytophilum em duas regiões do estado de Minas 

Gerais, Brasil 

 Propriedade 1 Propriedade 2 

Capa Chuva Seca Chuva Seca 

Positivo (%) 2,50 20,93 18,60 8,89 

Negativo (%) 97,50 79,07 81,40 91,11 

 

A visualização de inclusões 

intracitoplasmáticas ocorre apenas durante a 

fase aguda da doença. Durante as coletas 

nenhum animal apresentou sintomatologia 

clínica característica da doença, apesar de se 

ter encontrado animais apresentando febre, 

por outras causas comprovadas, como 

garrotilho e theileriose. Esperar-se-ia que os 

animais que apresentaram inclusões ao 

exame da capa leucocitária apresentassem 

alguma sintomatologia. A ausência de sinais 

clínicos desses animais pode ser devido a 

três fatores: outras doenças concomitantes 

que mascararam os da anaplasmose; o 

agente presente nessas propriedades 

apresenta baixa virulência, não levando os 

animais à doença clínica; e em terceiro lugar 

os animais apresentam títulos protetores de 

IgG contra o agente.  

 

4.2.4. Avaliação molecular (PCR) 

 

Foi realizado um total de 103 análises, sendo 

84 realizadas com amostras provenientes da 

Propriedade 1 (40 – coleta 1; 44 – coleta 2) e 

19 com amostras da Propriedade 2 (9 – 

coleta 1; 10 – coleta 2). Apenas duas 

amostras (1,94%), provenientes da 

Propriedade 1 (1 – coleta 1; 1 – coleta 2) 

foram nPCR positivos para A. 

phagocytophilum através da análise do gene 

msp4. Após sequenciamento nucleotídico 

ambas as amostras apresentaram 96% de 

similaridade com Anaplasma 

phagocytophilum, oriundo de carrapato I. 

ricinus (número de acesso genBank: 

HQ661156.1).  

 

Até onde foi possível pesquisar na literatura 

disponível acerca do tema, essa é a primeira 

evidência molecular, com sequenciamento 

nucleotídico da ocorrência de A. 

phagocytophilum em equinos no Brasil. O 

achado revela a presença e circulação do 

agente na Propriedade 1. Ambos os animais 

não apresentavam sinais clínicos da doença 

no momento da coleta, talvez devido à baixa 

virulência da cepa encontrada.  

 

4.2.5. Avaliação Laboratorial 

 

4.2.5.1. Eritrograma e plaquetograma 

 

Após análise do eritrograma e 

plaquetograma dos animais da Propriedade 1 

e Propriedade 2, apenas o número de 

plaquetas do grupo não reativo da 

Propriedade 2 apresentou valores acima do 

esperado. Apesar de elevado, o número de 

plaquetas observado nos animais pode não 

ter significância clínica, pois os animais são 

mantidos em pasto localizado a uma grande 

distância do local onde foram realizadas as 

coletas. Com o deslocamento dos animais e 

o estresse a que foram submetidos, os 

animais poderiam apresentar contração 

esplênica, o que justificaria o aumento de 

plaquetas circulantes, devido ao exercício e 

à excitação dos animais, causando então 

uma trombocitose fisiológica, mas 

transitória. Mas, após ocorrência da 

contração esplênica, outros constituintes 

sanguíneos e índices hematimétricos, como 

eritrócitos deveriam aumentar juntamente 

com as plaquetas. Este aumento não foi 

observado nas amostras sanguíneas dos 

animais em questão, apesar disso, houve 

aumento nos valores totais de leucócitos, 

achado comum em casos de contração 

esplênica (Weiss e Wardrop, 2010).  
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Além disso, outras estruturas sanguíneas 

incomuns, como eritrócitos fantasmas ou 

fragmentos de eritrócitos rompidos, podem 

ser considerados como plaquetas pelo 

aparelho utilizado para análise, levando a 

uma pseudotrombocitose (Weiss a Wardrop, 

2010). Tais achados são comuns em doenças 

hemolíticas, como as babesioses, mas apenas 

um animal apresentou inclusão 

intraeritrocitária característica de teileriose. 

Este único animal, não levaria a alteração 

encontrada da Propriedade 2 como um todo. 

 

Ao se comparar os animais das Propriedades 

1 e 2, levando em consideração a reatividade 

ou não a RIFI, observou-se diferença apenas 

no número de eritrócitos. Os grupos reativos 

e não reativos da Propriedade 1 

apresentaram médias maiores (p<0,05) 

quando comparadas àquelas do grupo 

reativo da Propriedade 2. 

 

A infestação por carrapatos encontrada na 

Propriedade 2 foi maior (p<0,05) que a 

encontrada na Propriedade 1. Os carrapatos 

são grandes espoliadores de sangue, 

podendo levar o animal a anemia quando 

encontrados em alta quantidade em vida 

parasitária em apenas um hospedeiro. Como 

os animais da Propriedade 2 apresentaram 

maiores taxas de parasitismo era de se 

esperar que os animais apresentassem 

menores valores de eritrócitos. Além disso, 

por ser uma doença de provável transmissão 

por carrapatos no Brasil, também era de se 

esperar que os animais positivos na RIFI, 

por apresentarem ou terem apresentado uma 

maior taxa de infestação por carrapatos, 

apresentassem menores valores de 

eritrócitos quando comparados aos outros 

animais. De qualquer forma, é importante 

observar que os animais avaliados 

apresentaram o número de eritrócitos dentro 

dos valores de referência para espécie, 

apesar de variarem entre grupos. 

 

Os valores de eritrograma e plaquetograma 

encontram-se dentro dos valores de 

referência esperados para a espécie. As 

médias seguidas dos desvios-padrões dos 

valores de eritrograma e plaquetograma 

encontram-se sumarizados na Tab. 17. 

 

Tabela 17: Valores médios (média ± erro padrão) do eritrograma e plaquetograma de animais 

reativos e não reativos à RIFI, de acordo com a propriedade, em investigação da soroprevalência 

equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regiões do estado de Minas Gerais, Brasil 

Parâmetro avaliado Propriedade 1 Propriedade 2 

 Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

Eritrócitos (x10
6
/µl) 8,25±0,21

a 
8,23±0,36

a 
7,79±0,20

b 
8,18±0,54

ab 

Hematócrito (%) 32,62±0,49 31,80±0,89 31,60±0,55 33,71±1,37 

Hemoglobina (g/dl) 11,35±0,19 11,10±0,30 11,84±0,32 11,82±0,51 

VGM (fl) 40,64±0,89 38,44±1,07 43,34±2,46 42,66±3,68 

CHCM (pg) 34,73±0,34 35,11±0,72 38,30±1,35 35,60±1,43 

HCM (pg) 14,00±0,26 13,35±0,36 16,18±0,84 15,18±1,31 

Plaquetas (células/µl) 210350,88± 

13326,10 

197760,00± 

18956,55 

230166,67± 

15831,76 

290333,33± 

52328,51 
X=Média; EP=Erro padrão. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05). Valores de 

referência: Hematócrito: 24-44; Hemoglobina: 8–14; Eritrócitos: 5,5–9,5; Volume glogular médio (VGM): 37-58,5; 

Concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): 12,3-

19,7; 19-20%; Plaquetas: 120000-256000. Fonte: Jain (1993).  
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4.2.5.2. Leucograma 

 

Foi observado um aumento nos valores de 

leucócitos totais e linfócito absoluto em 

todos os grupos com exceção do grupo não 

reativo da Propriedade 1. Os grupos reativos 

e não reativos da Propriedade 2 

apresentaram valores relativos para 

linfócitos maiores que o esperado. Ao se 

comparar os grupos, houve diferença nos 

valores de neutrófilo relativo, sendo a média 

do grupo negativo da Propriedade 1 maior 

que as médias dos grupos positivo e 

negativo da Propriedade 2 e sem diferença 

para o grupo positivo da mesma 

propriedade. Os valores de eosinófilo, tanto 

relativo quanto absoluto, foram maiores para 

o grupo positivo da Propriedade 2 quando 

comparadas aos grupos da Propriedade 1 e 

sem diferença quando comparado ao grupo 

negativo da mesma propriedade. O grupo 

negativo da Propriedade 1 apresentou média 

para basófilo relativo e absoluto maior que 

ambos os grupos da Propriedade 2, não 

havendo diferença (p>0,05) quando 

comparado ao grupo positivo da Propriedade 

1. As médias e erro padrão das médias dos 

valores de leucograma encontram-se 

dispostos na Tab. 18. 

 

Tabela 18: Valores médios absolutos (média ± erro padrão) do leucograma de animais reativos e 

não reativos à RIFI, de acordo com a propriedade, em investigação da soroprevalência equina 

para Anaplasma phagocytophilum em duas regiões de Minas Gerais, Brasil 

Parâmetro 

avaliado 

Propriedade 1 Propriedade 2 

 Reativos (X±EP) Não reativos 

(X±EP) 

Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

Leucócitos  14965,61±1535,0

3 

13780,00±1586,3

5 
14257,64±796,65 

15412,67±2909,3

2 

Basófilo  243,83±39,78
a 

136,36±38,37
ab 

111,66±24,05
b 

72,80±22,92
b 

Eosinófilo 320,06±53,73
b 

321,00±81,52
b 

525,39±64,19
a 

438,73±136,57
ab 

Neutrófilo 6326,12±594,47 6231,15±383,51 5493,90±395,88 5782,03±955,06 

Bastonete  105,42±29,74 64,84±28,12 98,25±34,87 47,06±37,64 

Linfócito  7572,78±1060,91 6699,66±1196,86 7623,34±543,82 8322,13±1865,09 

Monócito 428,39±67,80 394,46±90,53 432,26±54,84 765,98±197,53 
X: Média; EP: Erro padrão; Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha (p<0,05).Valores de referência 

(Jain, 1993): Leucócitos Totais: 5200-13900 cels/μl; Basófilo absoluto: 0-290 cels/μl; Eosinófilo absoluto: 100–1000 

cels/μl; Neutrófilo absoluto: 2200-8500 cels/μl; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/μl; Linfócito absoluto: 1500-7000 

cels/μl; Monócito absoluto: 0-1000 cels/μl; Relação Neutrófilo:Linfócito: 1:2-1:3. 

 

O aumento observado nos valores de 

leucócitos e de linfócito absoluto em todas 

as propriedades, independente da reatividade 

ou não para a AGE, foram causados pelo 

estresse a que os animais foram submetidos 

durante a coleta e devido ao esforço físico 

realizado para serem encaminhados até o 

local da coleta. Equinos submetidos a 

excitação ou exercício apresentam liberação 

de epinefrina na ciculação o que leva à 

migração de leucócitos marginais para o 

compartimento circulante. Normalmente são 

observados aumentos de leucócitos com 

neutrofilia ou linfocitose (Thrall et al., 

2006), os animais não apresentaram 

neutrofilia, neste caso. Durante ambas as 

coletas na Propriedade 1 foram observados 

sintomas clínicos característicos de doença 

do trato respiratório superior, como 

garrotilho. Casos crônicos de garrotilho 

podem levar a um aumento nos valores de 

linfócitos e consequentemente nos valores 

de leucócitos totais. Provavelmente os 

animais que apresentavam a doença no 

momento das coletas foram responsáveis 

pelo aumento da média dos valores, tanto de 
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linfócitos quanto de leucócitos (Reed e 

Bayly, 2000). 

 

Os animais da Propriedade 1 são manejados 

constantemente e não consideram ida ao 

curral, entrada no tronco e coleta de sangue 

tão estressante, por isso estes animais 

apresentaram diferença numérica nos 

valores de leucócitos quando comparados 

aos animais da Propriedade 2, os quais não 

são manejados frequentemente. Além disso, 

apenas os animais da Propriedade 2 

apresentaram linfocitose, alteração 

característica da resposta à excitação. 

 

Os animais do grupo positivo da 

Propriedade 1, que apresentaram valores 

maiores de basófilo, não apresentavam 

nenhuma alteração capaz de desencadear 

esse aumento. A basofilia é rara nos animais 

domésticos e foi considerado um achado 

acidental nesses animais. Já eosinofilia é 

uma alteração hematológica normalmente 

decorrente de parasitismo (Weiss e 

Wardrop, 2010). Os animais da Propriedade 

2, que apresentaram valores mais altos 

eosinófilos quando comparados à outra 

propriedade, não são submetidos a um 

controle rigoroso da carga parasitária. A 

vermifugação não foi realizada em esquema 

correto de aplicações e, provavelmente, a 

carga parasitária são maiores que a da 

Propriedade 1, apresentando maiores 

concentrações de eosinófilos. 

 

4.2.5.3. Bioquímica sérica 

 

4.2.5.3.1. Perfil hepático 

 

Os animais de ambas as propriedades 

apresentaram valores de GGT acima dos 

esperados. Como já discutido anteriormente 

a GGT é uma enzima com concentrações 

elevadas nas células dos canalículos biliares 

em equinos e apesar de ser considerada 

essencialmente renal, no equino ela possui 

indicação para diagnóstico de afecções 

hepáticas, sendo a principal delas a colestase 

(Kaneko et al., 2008). Apesar dos animais 

apresentarem elevação desta enzima não é 

possível avaliar a presença de colestase ou 

outra alteração utilizando apenas esse 

parâmetro. Os valores médios de GGT, 

quando comparados entre os grupos foram 

mais elevados (p<0,05) na Propriedade 2 em 

relação à Propriedade 1, não havendo 

diferenças dentro das propriedades.  

 

As demais enzimas hepáticas avaliadas 

encontram-se dentro do esperado para a 

espécie. Os valores médios e erro padrão da 

média para o perfil hepático, de acordo com 

a reatividade para a RIFI e com cada 

propriedade encontram-se na Tab. 19. 

 

Quando comparados os grupos positivo e 

negativo, de acordo com a propriedade, 

houve diferença entre os valores de ALT, 

sendo a média dos animais negativos da 

Propriedade 1 maior que as médias do grupo 

positivo da Propriedade 1 e ambos os grupos 

de Propriedade 2. 

 

As concentrações de ALT no fígado e 

músculo de equinos varia muito pouco, 

assim, não deve ser utilizada para 

diagnóstico de lesão hepática sem levar em 

consideração outras enzimas hepáticas 

consideradas mais sensíveis. Em seres 

humanos a anaplasmose granulocítica leva 

ao aumento de ALT, juntamente com o 

aumento de AST (Aguero-Rosenfeld, 2002). 

Não se sabe as alterações que a doença pode 

causar nos valores dessa enzima em equinos, 

mas ao se extrapolar os dados presentes na 

literatura para a doença em seres humanos, 

os valores encontrados no presente estudo, 

estão em desacordo com o descrito pela 

literatura (Leipidi et al., 2000; Aguero-

Rosenfeld, 2002).  
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Tabela 19: Valores médios (média ± erro padrão) do perfil hepático entre os grupos de animais 

reativos e não reativos à RIFI de acordo com a propriedade, em investigação da soroprevalência 

equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regiões do estado de Minas Gerais, Brasil 

Parâmetro 

avaliado 

Propriedade 1 Propriedade 2 

 Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

ALT 8,18±0,54
b 

9,68±0,75
a 

7,06±0,53
bc 

5,68±1,02
c 

AST 320,98±6,12 328,64±10,83 332,73±7,59 317,06±17,85 

GGT 16,05±1,02
b 

14,72±2,13
b 

22,98±4,11
a 

20,12±1,26
a 

FA 257,62±11,50 256,44±17,58 280,88±12,60 248,06±29,09 
X: Média; SE: Erro padrão. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha, diferem entre si (p<0,05) Valores de 

referencia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997) GGT: 4-13,4 UI/l; AST: 226-366 UI/l; ALT: 3-23 UI/l); FA: 86-

295 UI/l. 

 

Apesar de apresentar concentrações mais 

elevadas no grupo negativo da Propriedade 

1, o uso da ALT como ferramenta 

diagnóstica é limitado dentro da avaliação 

bioquímica em equinos, por isso não é 

possível afirmar que exista lesão hepática ou 

muscular nos animais apresentando maiores 

concentrações séricas da enzima. Além 

disso, mesmo com a significância estatística 

entre os grupos, todos os valores 

apresentaram-se dentro do limite de 

referência para a espécie. Clinicamente, tal 

achado não possui significância. 

 

4.2.5.3.2. Perfil Renal 

 

Os animais de ambas as propriedades, 

independente do grupo, apresentaram ureia e 

creatinina, dentro dos valores de referência 

para a espécie. A Tab. 20 sumariza as 

médias encontradas para cada parâmetro. 

 

Tabela 20: Valores médios (média ± erro padrão) do perfil renal entre os grupos de animais 

reativos e não reativos à RIFI de acordo com a propriedade, em investigação da soroprevalência 

equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regiões do estado de Minas Gerais, Brasil 

Parâmetro 

avaliado 

Propriedade 1 Propriedade 2 

 Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

Reativos 

(X±EP) 

Não reativos 

(X±EP) 

Ureia 50,06±2,84 43,96±2,76 41,91±1,47 42,80±3,14 

Creatinina 1,48±0,03
a 

1,40±0,05
ab 

1,30±0,03
b 

1,46±0,11
ab 

X: Média; EP: Erro padrão. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha, diferem entre si 

(p<0,05) Valores de referencia: (Kaneko et al., 1997) Uréia:21,4-51,5 mg/dl; Creatinina: 0,9-2,0 

mg/dl. 

 

Ao se avaliar os valores de creatinina, 

comparando os grupos, observou-se que o 

grupo positivo da Propriedade 1 apresentou 

média maior que o grupo positivo da 

Propriedade 2. A creatinina, por ser 

totalmente excretada pelos rins, é muito 

utilizada como parâmetro de avaliação da 

integridade glomerular tanto em medicina 

veterinária quanto na medicina humana. 

Alguns animais da Propriedade 1 

apresentavam hipertermia no momento da 

coleta, condição clínica que leva ao aumento 

da creatinina, pois animais febris diminuem 

a ingestão de água e consequentemente se 

tornam desidratados, aumentando os valores 

de creatinina. A avaliação da creatinina 

isoladamente não é informativa de lesão 

renal, sendo importante avaliação conjunta 
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com a ureia. Os animais de ambas as 

propriedades não apresentaram alterações 

nas concentrações de ureia sérica, o que nos 

permite afirmar que em nenhuma das 

propriedades há ocorrência de algum tipo de 

lesão renal.  

 

Outra causa comum de aumento de 

creatinina são as piroplasmoses, que são 

consideradas causas extrarrenais de aumento 

do analito (Kaneko et al., 2008). Um animal 

da Propriedade 1 e outro da Propriedade 2 

apresentaram inclusões intra eritrocitárias 

sugestivas de theileriose, mas não 

apresentaram elevação individual do analito 

capaz de elevar os valores médios dos 

grupos estudados, sendo a hipertermia e/ou 

desidratação as causas mais prováveis deste 

aumento. 

 

4.2.5.3.3. Perfil proteico 

 

Todos os grupos estudados apresentaram 

valores de globulina acima dos valores de 

eferência. A relação albumina:globulina 

encontrou-se aumentada apenas para o grupo 

negativo da Propriedade 1. 

 

Tabela 21: Valores médios (média ± erro padrão) do perfil proteico entre os grupos de animais 

reativos e não reativos à RIFI, de acordo com a propriedade, em investigação da soroprevalência 

equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regiões do estado de Minas Gerais, Brasil. 

 

Parâmetro avaliado Propriedade 1 Propriedade 2 

Positivos 

(X±EP) 

Negativo 

(X±EP) 

Positivos 

(X±EP) 

Negativo 

(X±EP) 

Proteínas Plasmáticas 6,89±0,08
bc 

6,62±0,12
c 

7,52±0,06
a 

7,16±0,13
b 

Proteínas Séricas 7,23±0,18 7,16±0,29 7,00±0,18 7,48±0,43 

Albumina 3,36±0,14 3,22±0,24 3,07±0,14 3,76±0,26 

Globulina 3,86±0,18 3,93±0,35 3,93±0,19 3,17±0,36 

Albumina:Globulina 1,10±0,10 2,51±1,20 1,20±0,21 1,24±0,17 
X: Média; EP: Erro padrão. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p<0,05). Valores de 

referência (Robinson,1997; Kaneko et al., 2008); Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteínas totais: 5,2-7,9 mg/dl; 

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

 

Ao se comparar os grupos reativos e não 

reativos, de acordo com cada propriedade, 

os animais positivos da Propriedade 2 

apresentaram valor de proteínas plasmáticas 

maior que ambos os grupos da Propriedade 1 

e maior que o grupo negativo dentro da 

mesma propriedade. Mesmo o grupo 

apresentando valor maior que o restante dos 

grupos, o valor encontrado está dentro do 

intervalo de referência não se caracterizando 

hiperproteinemia. Essa condição acontece 

quando há perda de fluidos pelo animal, 

levando a uma maior concentração das 

proteínas plasmáticas, então, a 

hiperproteinemia observada, na verdade, 

pode ser considerada como relativa, pois não 

há aumento na quantidade de proteínas 

presentes na circulação (Kaneko et al., 

2008). 

 

As globulinas são proteínas presentes no 

plasma dos animais domésticos e são 

divididas em alfa, beta e gama globulinas 

(Kaneko et al., 2008). Para avaliação da 

concentração de cada fração das globulinas 

presentes na amostra seria interessante 

realização de eletroforese das proteínas, o 

que não foi realizado no estudo em questão. 

 

O aumento das globulinas, de uma forma 

geral, pode ser devido ao aumento de uma 

ou de várias frações, mas normalmente está 

associado a quadros infecciosos, com 

aumento, principalmente das gama ou 

imunoglobulinas (Kaneko et al., 2008). 
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Apesar de ser um bom preditor de quadros 

infecciosos, a avaliação dos valores de 

globulina não nos informa qual o agente 

causador da infecção que animal apresenta. 

O aumento observado em todos os grupos 

(Tab. 21) pode ser devido a anaplasmose 

granulocítica equina, mas também por outra 

causa não elucidada durante a avaliação dos 

animais. 

 

4.2.7. Estudo da incidência cumulativa de 

anaplasmose granulocítica equina 

 

Na população estudada, o número de 

animais com risco de adoecer foi estipulado, 

utilizando como critério a negatividade à 

RIFI na estação chuvosa (n=18). O número 

de casos novos, na estação seca foi de 15 

animais. A incidência cumulativa encontrada 

foi de 83,3% em seis meses. 

 

Apenas três animais foram negativos para a 

RIFI tanto na estação chuvosa quanto na 

seca e 26 apresentaram reatividade em 

ambas as coletas. Oito animais foram 

positivos na estação chuvosa, mas não 

apresentaram reatividade na seca. E, 15 

foram positivos apenas na estação seca. Dos 

26 animais positivos na sorologia pela RIFI, 

tanto na estação chuvosa quanto na seca, 

obteve-se 34,62% (9/26) com títulos mais 

elevados na seca em relação à estação 

chuvosa, 46,16% (12/26) com títulos mais 

baixos na seca em relação à chuva, e 19,24% 

(5/26) apresentaram títulos inalterados em 

ambas as coletas. 

 

Neste grupo de animais (n=26), observou-se 

apenas seis positivos à avaliação de capa 

leucocitária, sendo dois na primeira coleta e 

quatro na segunda. Dois animais foram 

positivos para a PCR, sendo um na primeira 

coleta e o outro na segunda.  

 

A incidência cumulativa encontrada foi 

considerada muito alta. Isto mostra que os 

animais das propriedades são susceptíveis à 

infecção por A. phagocytophilum e também, 

que há circulação ativa do mesmo entre eles, 

evidenciada de três formas: manutenção, 

diminuição ou aumento da titulação. 

 

A manutenção da titulação, observada em 

19,24% (5/26) dos animais avaliados pode 

ser devido à constante exposição dos 

mesmos ao agente. Outra possibilidade é a 

manutenção dos títulos, sem nova exposição 

ao agente, por mais de seis meses. A 

diminuição da titulação, observada em 

46,16% dos animais avaliados ocorreu 

porque os mesmos, provavelmente 

encontravam-se na fase de convalescença ou 

infectados há um período maior de tempo no 

momento da primeira coleta, havendo 

diminuição dos títulos nos seis meses entre 

uma e outra coleta. Os animais das 

propriedades podem ter sido expostos à nova 

infecção, após queda dos títulos a níveis não 

protetores, e no momento da segunda coleta 

ainda estavam apresentando ascensão nos 

valores dos títulos. Os animais que 

apresentaram aumento dos títulos (34,62%) 

provavelmente estavam com os títulos 

apresentados na primeira coleta diminuindo 

de uma infecção anterior e ao atingiram 

níveis não protetores os animais foram re-

infectados e, no momento da segunda coleta 

apresentavam-se no pico de produção de 

IgG anti-A. phagocytophilum. 

 

Houve alteração na quantidade de animais 

apresentando-se parasitados por carrapatos 

entre as estações avaliadas em ambas a 

propriedades, mas não houve diferença na 

soroprevalência nas duas estações. Zhang et 

al. (2008) relataram a transmissão do agente 

entre seres humanos através de secreção de 

um paciente infectado e internado para seus 

familiares que tiveram contato com o 

mesmo. Ainda não se sabe qual o vetor na 

doença no Brasil, sendo que outras formas 

de infecção podem estar envolvidas na 

epidemiologia da doença, como o contato 

com secreção ou a participação de outros 

vetores além do carrapato. Provavelmente, 

outras formas de transmissão da doença 

estão presentes nas propriedades já que, 

mesmo havendo alteração na infestação por 
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carrapatos entre as coletas não houve 

alteração no perfil epidemiológico 

encontrado. 

 

4.3. Comparação clínica entre animais 

positivos e negativos para anaplasmose 

granulocítica equina 

 

Foram comparados os perfis hematológicos 

e bioquímicos destes animais. Observou-se 

diferença (p<0,05) entre os grupos nos 

parâmetros: Eritrócitos, VCM, HCM, 

Bastonete relativo e absoluto, Albumina, 

Globulina, relação albumina:globulina, ALT 

e AST. O número de plaquetas não 

apresentou diferença entre os grupos 

(p=0,0592). Os valores dos parâmetros que 

diferiram entre os grupos estão apresentados 

na Tab. 22. 

 

Tabela 22: Comparação de perfil hematológico e bioquímico de animais positivos na capa 

leucocitária ou PCR e animais negativos na capa leucocitária e PCR, sem alteração clínica 

aparente 

Parâmetros avaliados Negativos (X±EP) Positivos (X±EP) 

Eritrócitos (x10
6
/µl) 8,19±0,29

a 
7,42±0,27

b 

VCM (fl) 38,30±0,92
b 

45,91±4,70
a 

HCM (pg) 13,80±0,40
b 

16,50±1,42
a 

Bastonete relativo (%) 0,27±0,14
b 

0,81±0,22
a 

Bastonete absoluto (x10
3
/µl) 31,96±16,20

b 
133,60±60,36

a 

Albumina 3,24±0,14
b 

2,82±0,12
a 

Globulina 3,57±0,17
b 

4,07±0,15
a 

Albumina:Globulina 1,19±0,19
a 

0,77±0,08
b 

ALT 8,56±0,65
a 

7,10±0,60
b 

AST 320,45±9,14
a 

295,59±9,94
b 

Plaquetas (células/µl) 180726,38±19010,18 116687,89±16593,15 
X: Média; EP: Erro padrão; Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05); Valores 

de referência: Eritrócitos: 5,5–9,5; Volume corpuscular médio (VCM): 37-58,5; Hemoglobina Corpuscular Média 

(HCM): 12,3-19,7; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/μl; Bastonete relativo: 0-2%; AST: 226-366 UI/l; ALT: 3-23 

UI/l; Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 0,62-1,46; Plaquetas: 120000-

256000. Fonte: Jain (1993); Meyer et al. (1995); Kaneko et al. (1997). 

 

Animais em fase aguda da doença 

apresentam parasitemia detectável e 

apresentam alterações hematológicas e 

bioquímicas (Butler et al., 2008). A anemia 

é uma das alterações observadas em equinos 

com AGE (Lepidi et al., 2000). Apesar de 

ambos os grupos apresentarem valores 

normais para o número de eritrócitos, o 

grupo positivo apresentou média menor 

quando comparado ao grupo negativo. Há 

possibilidade de esta diminuição ser devido 

a maior destruição de eritrócitos pelo 

sistema monocítico fagocitário. Não se sabe 

qual o mecanismo específico que leva a 

maior hemocaterese nos animais infectados 

pelo agente (Lepidi et al. 2000). 

 

O aumento de bastonetes relativo e absoluto 

(desvio a esquerda) demonstra que os 

animais positivos apresentaram, em algum 

momento do curso da doença clínica, 

neutropenia e responderam produzindo e 

liberando da medula óssea maior quantidade 

de células jovens para restabelecer os 

valores normais deste parâmetro. Apesar de 

a neutropenia com desvio a esquerda ser um 

achado importante nos casos de AGE 

(Aguero-Rosenfeld, 2002), os animais 

estudados poderia apresentar co-infecções 

não identificadas no momento das coletas 

que poderia reduzir os valores de 

neutrófilos, consequentemente aumentando 

os valores dos bastonetes. 
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Em relação ao perfil proteico, observou-se 

aumento nas concentrações de globulinas e 

diminuição na concentração de albumina  

e na relação albumina:globulina. Durante  

a fase aguda da doença há produção  

de imunoglobulinas, principalmente as 

imunoglobulinas M e A, consideradas de 

fase aguda. As imunoglobulinas são 

responsáveis pelo reconhecimento do agente 

pelas células apresentadoras de antígeno e 

pelas células de defesa (Abbas, 2008). 

Apesar de o A. phagocytophilum ser uma 

bactéria intracelular obrigatória, ele leva a 

alterações na membrana das células 

infectadas as tornando não-próprias ao 

organismo do animal e consequentemente 

havendo maior produção de 

imunoglobulinas no intuito de eliminar o 

agente (Kaneko et al., 2008). 

 

A albumina é a principal proteína presente 

na circulação, sendo a maior responsável 

pela manutenção da pressão oncótica 

sanguínea. Ela também é responsável pelo 

transporte de substâncias e em casos de 

maior consumo proteico, o animal a utiliza 

como fonte de proteína (Kaneko et al., 

2008). Durante a AGE há menor ingestão de 

alimentos, mas, em contrapartida, há maior 

exigência proteica para realização das 

funções celulares básicas e para produção de 

anticorpos. Os animais, para suprirem o 

menor aporte proteico dietético, se utilizam 

das reservas de albumina na tentativa de 

manter a homeostase. 

 

Os valores de AST e ALT foram menores no 

grupo positivo quando comparado ao grupo 

negativo, apesar de ambos os grupos 

apresentarem valores dentro da faixa de 

referência para a espécie. Esperava-se que 

essas enzimas estivessem elevadas no grupo 

positivo, pois há evidências de lesão 

hepática durante a fase aguda da AGE 

(Lepidi et al., 2000; Aguero-Rosenfeld, 

2002). 

 

4.4. Casos clínicos de AGE atendidos no 

Hospital Veterinário da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de 

Minas Gerais 

 

Os equídeos atendidos no HV-EV/UFMG 

apresentaram alterações hematológicas 

caracterizadas por leucocitose com 

neutrofilia e desvio a esquerda (aumento no 

valor de bastonetes relativos) apenas na 

terceira coleta. Os valores médios dos  

perfis hematológicos e bioquímicos estão 

apresentados nas Tab. 23., Tab. 24 e  

Tab. 25. 

 

Tabela 25: Perfil hematológico dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 

2013 apresentando AGE, com diagnóstico através de capa leucocitária ou PCR 

 

Parâmetro avaliado 

Coleta 1 

Diagnóstico 

Coleta 2  48-72h 

após início do 

tratamento 

Coleta 3 

96-144h após início 

do tratamento 

Eritrócitos (x10
6
/µl) 7,58 6,93 7,34 

Hematócrito (%) 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 

Plaquetas (x10
3
/µl) 108,80 135,50 190,00 

Valores de referência: Hematócrito: 24-44; Hemoglobina: 8–14; Eritrócitos: 5,5–9,5; Volume glogular médio 

(VGM): 37-58,5; Concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular 

Média (HCM): 12,3-19,7; Plaquetas: 120-256 x103/µl. Fonte: Jain (1993); Oliveira (2007).  
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À bioquímica, no momento do diagnóstico, 

foram observados: hiperfibrinogenemia, 

hipoalbuminemia, diminuição sérica da AST 

e aumento da ALT e GGT. 

 

O hematócrito dos animais mesmo dentro 

dos valores de referência está baixo. Isso se 

deve ao fato de os animais apresentarem, 

além da AGE, outras afecções (doença 

neurológica, diarreia, politraumatismo, 

flebite de jugular e afecção do trato 

reprodutivo) que podem levar à queda do 

hematócrito devido a diversas causas. Além 

disso, dentre os animais atendidos, estão 

animais pertencentes ao Projeto Carroceiros, 

animais estes que recebem alimentação 

muitas vezes deficiente que pode  

levar à diminuição do número de  

eritrócitos e também do hematócrito. Um 

animal apresentou anemia normocítica 

normocrômica. Os valores de eritrócito e de 

hematócrito voltaram aos valores de 

normalidade após a instituição do tratamento 

com oxitetraciclina longa ação (dose 

15mg/kg, IM, durante cinco aplicações 

intervaladas de 48h entre a primeira e a 

segunda aplicações e 72h nas demais 

aplicações). 

 

Os animais apresentaram trombocitopenia, 

no momento do diagnóstico, com retorno ao 

valores de referência 48-72 horas após 

instituição do tratamento. Em dois animais 

observou-se trombocitopenia grave durante 

a internação (15000 e 43000 células/µl). 

Ambos apresentaram melhora do número de 

plaquetas após o início do tratamento. Um 

deles, mesmo com tratamento, foi a óbito 

devido à afecção primária (quadro 

neurológico).  

 

Tabela 24: Perfil leucocitário dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 

2013 apresentando AGE, com diagnóstico através de capa leucocitária ou PCR 
 

Parâmetro avaliado 

Coleta 1 

Diagnóstico 

Coleta 2 

48-72h após 

início do 

tratamento 

Coleta 3 

96-144h após 

início do 

tratamento 

Leucócitos (células/µl) 11993,33 12605,00 16166,66 

Bastonete absoluto (células/µl) 84,25 433,50 1773,33 

Segmentado absoluto (células/µl) 9193,00 7507,75 10096,96 

Linfócito absoluto (células/µl) 2455,91 3577,45 3359,33 

Monócito absoluto (células/µl) 259,75 709,00 926,66 

Basófilo absoluto (células/µl) 0 97,06 0 

Eosinófilo absoluto (células/µl) 0 609,00 1152,00 

Relação Neutrófilo:Linfócito 3,71 2,09 3,01 
Valores de referência (Jain, 1993): Leucócitos Totais: 5200-13900 cels/μl; Basófilo absoluto: 0-290 cels/μl; 

Eosinófilo absoluto: 100–1000 cels/μl; Neutrófilo absoluto: 2200-8500 cels/μl; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/μl; 

Linfócito absoluto: 1500-7000 cels/μl; Monócito absoluto: 0-1000 cels/μl; Relação Neutrófilo:Linfócito: 1:2 – 1:3 . 

 

Observou-se leucocitose apenas na terceira 

coleta, embora o aumento tenha sido 

evidenciado a partir da segunda coleta. De 

forma similar a contagem de bastonetes, 

tanto relativo quanto absoluto, acompanhou 

o aumento dos leucócitos. Provavelmente, a 

causa deste aumento é a afecção primária 

dos animais. Um animal havia sofrido 

politraumatismo e apresentava feridas 

infeccionadas em três regiões do corpo; 

outro animal foi encaminhado devido a 

sintomatologia neurológica; dois animais 

apresentavam diarreia; um animal flebite de 

jugular grave e o último animal problemas 

reprodutivos.  

 

A presença de formas jovens de neutrófilo 

indica que os animais apresentavam 

responsividade ao insulto e não havia 

alteração na granulocitopoiese. O aumento 

do número de neutrófilos observado explica 

o aumento na relação neutrófilo:linfócito 
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pois esta aumenta principalmente em casos 

de infecções agudas que leva ao aumento de 

neutrófilos observado (Trhall et al., 2006). 
 

As alterações observadas no perfil 

bioquímico destes animais é compatível  

de animais apresentando alterações, 

provavelmente de caráter infeccioso e 

agudo. O aumento das globulinas é um bom 

indicador de infecção, pois há aumento dos 

valores enquanto o organismo se mobiliza 

para conter o agente e uma das formas é pela 

produção de imunoglobulinas. É difícil 

afirmar que a maior produção de globulinas 

apresentadas pelos animais seja devido a 

AGE, mas pode-se afirmar que a afecção 

contribuiu para esse aumento. Apesar do 

aumento, os valores da relação 

albumina:globulina se mantiveram dentro 

dos valores de referência. 

 

Tabela 25: Perfil bioquímico dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 2013 

apresentando AGE, com diagnóstico através de capa leucocitária ou PCR 
 

Parâmetro avaliado 

Coleta 1 

Diagnóstico 

Coleta 2 

48-72h após início do 

tratamento 

Coleta 3 

96-144 após início 

do tratamento 

Proteína total (mg/dl) 6,68 7,13 7,60 

Fibrinogênio (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 

Relação 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 referência (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 UI/l; AST: 226-366 UI/l; ALT: 3-23 UI/l); FA: 86-295 UI/l; Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteínas totais: 

5,2-7,9 mg/dl; Fibrinogênio: 200-400g/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 0,62-1,46. 

 

A alteração das concentrações séricas das 

enzimas hepáticas demonstra que em algum 

momento, no decorrer da internação e/ou da 

infecção, os animais apresentaram certo grau 

de lesão hepática. Sabe-se que o A. 

phagocytophilum leva a lesão hepática e 

consequentemente ao aumento de suas 

enzimas, principalmente ALT e AST (Lepidi 

et al., 2000), mas também as afecções 

primárias, lesões musculares decorrente  

de decúbito prolongado ou aplicações 

medicamentosas podem ter sido 

responsáveis pelas alterações das enzimas 

hepáticas encontradas. 

 

Todos os animais apresentaram 

sintomatologia clínica de AGE e presença de 

inclusões intracitoplasmáticas após a 

internação por outras causas. Morbidades  

e internação são fatores de estresse, 

principalmente para equinos que costumam 

apresentar infecções secundárias ou 

reagudização de infecções crônicas após  

tais ocorrências, tal fato se deve pela 

imunodepressão causada pela maior 

liberação de corticosteroides endógenos 

(Abbas e Lichtman, 2008). Provavelmente, 

os pacientes internados apresentavam  

a infecção pelo agente, desenvolvendo 

sintomatologia clínica após o 

desenvolvimento da afecção primária e 

internação. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 A infecção por A. phagocytophilum está 

presente nos municípios de Belo Horizonte, 

Ataléia e São Vicente de Minas, Minas 

Gerais, Brasil; 

 Não houve relação da infecção por A. 

phagocytophilum com sexo e idade entre os 

animais das propriedades de Ataléia e São 

Vicente de Minas; 

 A maior prevalência da infecção em 

Belo Horizonte foi detectada na Regional 

Venda Nova; 

 Não foram encontradas alterações nos 

perfis hematológicos e bioquímicos em 

animais sororreagentes para A. 

phagocytophilum nos animais de Belo 

Horizonte; 

 A prevalência sorológica para A. 

phagocytophilum nos municípios de Ataléia 

e São Vicente de Minas, Minas Gerais, foi 

semelhante; 

 A incidência cumulativa foi semelhante 

nas propriedades avaliadas nos municípios 

de Ataléia e São Vicente de Minas, Minas 

Gerais; 

 As propriedades estudadas nos 

municípios de Ataléia e São Vicente de 

Minas encontram-se em equilíbrio enzoótico 

para a doença; 

 Os animais de diferentes regiões de 

Minas Gerais estão susceptíveis a infecção, 

tanto clínica quanto subclínica, por A. 

phagocytophilum; 

 Os animais com infecção aguda 

diagnosticada pela presença de inclusão 

intracitoplasmática ou PCR apresentaram 

hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e 

diminuição nas concentrações de ALT e 

AST; 

 A AGE ainda é sub-diagnosticada no 

estado de Minas Gerais; 

 Até onde foi possível pesquisar na 

literatura disponível, este foi o primeiro 

registros de detecção molecular, com 

confirmação pelo sequenciamento 

nucleotídico, da infecção por A. 

phagocytophilum em equídeos, no Brasil. 

6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Mais levantamentos sorológicos e 

moleculares, em equinos, devem ser 

realizados a fim de se entender melhor a 

dinâmica do agente na população equina 

brasileira; 

 Cultivo in vitro e isolamento de cepas 

brasileiras para sua melhor descrição clínica 

e molecular, devem ser o foco dos 

pesquisadores; 

 Mais ensaios clínicos devem ser 

realizados para entendimento das alterações 

clínicas, hematológicas e bioquímicas, 

causadas pela infecção por A. 

phagocytophilum em equinos. 
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