Feline granulocytic anaplasmosis
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The aim of this paper was to describe anaplasmosis in
cats. Anaplasma phagocytophilum is an emerging path-
ogen of cat transmitted by Ixodid ticks. Recent studies
suggest that multiple strains of A. phagocytophilum
may be circulating in wild and domestic animal pop-
ulations and these strains may have different host tro-
pism and pathogenicity. Co-infection with other tick-
bome pathogens especially Borrelia burgdorferi may
also occur. The organism infects, propagates and sur-
vives within neutrophils and/or eosinophils. A. phago-
cytophilum causes febrile disease in cats with lethargy,
inappetence, pale mucous membranes, epistaxis, swol-
len and painful joints. Diagnosis is based on morulae
presence within peripheral granulocytes and detec-
tion of A. phagocytophilum DNA using specific poly-
merase chain reaction. Most reports indicate that fe-
line anaplasmosis is a self-limiting disease and that
it responds well to a tetracycline therapy.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum, cats,
tick-borne disease.

naplazmoza granulocytarna jest trans-
misyjng, wielonarzagdowa choroba lu-
dziizwierzat, przebiegajaca z trombocyto-
penia (1, 2, 3, 4, 5, 6). Choroba wystepuje
w okresie wiosennym i jesiennym — sezonie
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aktywnosci kleszczy (7). Czynnikiem etio-
logicznym granulocytarnej anaplazmo-
zy kot6w (feline granulocytic anaplasmo-
sis — FGA) jest Anaplasma phagocyto-
philum. Jest to niewielka, Gram-ujemna
bakteria o sferoidalnym lub pleomorficz-
nym ksztalcie utrzymujaca sie w zakazo-
nym organizmie wewnatrz granulocytéw
(2, 4). Klasyfikuje si¢ ja w obrebie rodzaju
Anaplasma, w rzedzie Rickettsiales. Rzad
Rickettsiales powstal z potaczenia rodzin
Anaplasmataceae i Rickettsiaceae. Na pod-
stawie wynikéw badan molekularnych do
A. phagocytophilum zaliczono patogeny
uwazane wczesniej za odrebne gatunki:
Ehrlichia phagocytophila, E. equi i czyn-
nik HGE (human granulocytic ehrlichio-
sis agent — HGE agent; 3, 8).

Epidemiologia

Anaplasma phagocytophilum wykazuje
zmienno$¢ antygenows, dzieki ktorej zdol-
na jest zakazac rozne gatunki zwierzat. He-
terogeniczno$¢ wariantéw genetycznych
sprawia, ze zywicielami riketsji moga by¢
zaréwno bezkregowce, jak i kregowce (9).

Wektorem A. phagocytophilum w Eu-
ropie jest Ixodes ricinus (10, 11). Ponie-
waz kleszcze te moga przenosi¢ réwniez
Borrelia burgdorferi i Babesia spp., ana-
plazmozie czesto towarzysza takie jed-
nostki chorobowe, jak borelioza czy piro-
plazmoza (12).

W populacji kleszczy A. phagocytophi-
lum przekazywana jest transstadialnie (7).
Pajeczaki ulegaja zakazeniu podczas paso-
zytowania na zwierzetach stanowiacych re-
zerwuar zarazka. Stanowi¢ moga go zwie-
rzeta domowe i dziko zyjace, w tym gry-
zonie (10, 13, 14). By doszto do transmisji
patogena z zakazonych kleszczy na ssa-
ki, konieczne jest utrzymywanie sie tego
ostatniego w powlokach ciata zywiciela
2-36 godzin (15, 16).

U kotéw zakazenia na tle Anaplasma
spp. sa rzadkoscia (2, 17). W Stanach Zjed-
noczonych seroprewalencja A. phagocyto-
philum w populacji tych zwierzat wynosi
4,3%, natomiast w Hiszpanii 8,4+1,1% (17,
18). W Niemczech Hamel i wsp. (19) wy-
kryli przeciwciata przeciwko A. phagocy-
tophilum u 16,2% badanych kotéw, pod-
czas gdy wyniki badain Morgenthal i wsp.
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(20) wykazaly, iz odsetek dodatnich sero-
reagentéw wynosi 9,1%. W obu z powy-
zej przedstawionych badan technika PCR
obecnos¢ aktywnego zakazenia potwier-
dzono tylko po jednym przypadku (odpo-
wiednio 0,11 0,4%).

Mozliwos¢ zakazenia kotéw przez opi-
sywane riketsje potwierdzili eksperymen-
talnie Lewis i wsp. (21). Koty zakazone wi-
rusem FIV (feline immunodeficiency virus)
sa modelem, na ktérym mozna zaprezen-
towac przebieg zakazenia na tle A. phago-
cytophilum (22).

Przypadki naturalnego zakazenia tq ri-
ketsja w Polsce opisano u kotéw z Lublina,
Przemysla i Mazowsza. W kazdym z opisa-
nych przypadkéw czynnikiem etiologicz-
nym choroby byta A. phagocytophilum,
wykazujaca 100% podobienstwo sekwencji
nukleotydowej genu 16S RNA z sekwencja
riketsji GU183908, wykryta u konia. Su-
geruje to endemiczne wystepowanie tego
szczepu A. phagocytophilum na terenie
Polski (5, 6, 23, 24).

Przypadki zachorowan kotéw na ana-
plazmoze granulocytarna w Europie opi-
sano w: Szwecji (2), Finlandii (25), Da-
nii, Irlandii (4), Wielkiej Brytanii (26),
we Wloszech (27), w Niemczech (19, 20)
i Szwajcarii (28). Na $wiecie najwiecej
przypadkéw anaplazmozy granulocytar-
nej kotéw notowano w Stanach Zjedno-
czonych (4).

Patogeneza

Patogeneza anaplazmozy granulocytarnej
kotéw nie jest dobrze poznana. Anaplasma
phagocytophilum moze hamowac procesy
apoptozy komoérek gospodarza, a takze po-
siada zdolno$¢ modyfikowania mechani-
zméw zwiazanych z wytwarzaniem ener-
gii, przekazywaniem sygnatéw w komorce,
transportem, a takze reakcjami obronny-
mi (29, 30). Anaplasma phagocytophilum
jest stabo immunogenna, co jest wynikiem
tego, iz §ciana komdrkowa tej riketsji nie
zawiera ani lipopolisacharydu (LPS), ani
peptydoglikanu (9, 22).

Drobnoustrdj namnaza sie¢ na liniach
komoérkowych ludzkich bialaczek szpiko-
wych (HL-60, KG-1, THP-1), na komor-
kach jajnika chomika chinskiego CHO
oraz komérkach IDES (3, 31, 32). Riket-
sja moze zakaza¢ komorki progenitoro-
we szpiku kostnego i érédblonkowe (33,
34), a takze linie pochodne mastocytéw
(BMMCs) i komérek skéry cztowieka, co
pozwala przypuszczaé, ze A. phagocyto-
philum moze atakowac¢ komorki tuczne
skory w miejscu ukaszenia przez kleszcza
(29). Patogen wykazuje tropizm do ko-
morek uktadéw hematopoetycznego i fa-
gocytarnego. Riketsje rozprzestrzenia-
ja sie po calym organizmie droga naczyn
krwionosnych i chlonnych, co prowadzi
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do uszkodzenia szpiku kostnego oraz pan-
cytopenii, zwlaszcza trombocytopenii (1,
2,3,4,23,24).

Objawy kliniczne

Anaplazmoza granulocytarna kotéw za-
zwyczaj przebiega subklinicznie. Wyni-
ki obserwacji poczynionych przez Lap-
pina i wsp. (4) pozwalaja przypuszczad,
ze postac kliniczna wystepuje najczesciej
u miodych kotéw. Pierwsze objawy sq nie-
swoiste. U chorych osobnikéw stwier-
dza sie: apatie, oslabienie, brak apetytu,
przyspieszony oddech oraz podwyzszo-
ng temperature ciala (2, 4, 25). W ostrej
anaplazmozie stwierdza sie¢ wysoka go-
raczke, bolesne obrzeki stawéw, bladosé¢
bton $luzowych, krwawienia z nosa i od-
wodnienie (2, 6).

Nasilenie objawéw klinicznych jest
zréznicowane i zalezne od kondycji oraz
wieku zakazonego zwierzecia. Choroba ma
charakter uogélniony i moze prowadzi¢ do
rozwoju niewydolno$ci wielonarzgdowej.
W grupie pietnastu kotéw z Wtoch do-
minujacymi objawami byly: brak apetytu,
apatia, hiperestezja, kulawizny, sztywno$¢
karku, brak koordynacji ruchéw, powiek-
szenie weztéw chlonnych, zapalenie dzia-
sel i przyzebia, przyspieszony oddech, spa-
dek masy ciata, wymioty, blado$¢ bton slu-
zowych, zapalenie spojéwek, béle miesni
i stawow (27).

Swoistym zaburzeniem hematologicz-
nym stwierdzanym w przebiegu anapla-
zmozy u kotéw jest fagodna do umiarko-
wanej trombocytopenia (2, 4, 5, 6). Ponad-
to badaniem hematologicznym wykaza¢
mozna leukopenie lub limfopenie z neu-
tropenig i spadek hematokrytu (2, 6, 25).
Badaniem biochemicznym surowicy krwi

Prace pogladowe

stwierdza si¢ hiperglikemie (2, 25) i hiper-
globulinemig (27).

Diagnostyka

Rozpoznawanie anaplazmozy granulocy-
tarnej kotéw opiera si¢ na analizie danych
z wywiadu epizootycznego, wynikach ba-
dania klinicznego oraz badan laboratoryj-
nych (2, 5). U zwierzat osowialych, z go-
raczky, ktére miaty kontakt z kleszczami,
w diagnostyce réznicowej nalezy uwzgled-
ni¢ A. phagocytophilum jako jeden z moz-
liwych czynnikéw etiologicznych choroby.
Badaniem mikroskopowym rozmazéw
krwi pobranej od chorych kotéw i bar-
wionych metoda Diff-Quick, Wrighta lub
Giemsy obecnos$é moruli A. phagocytophi-
lum wykaza¢ mozna w cytoplazmie neu-
trofili lub eozynofili (21, 25, 27). Sa to wtre-
ty koloru od ciemnoniebieskiego do fiole-
towego, zbudowane z wielu delikatnych
cialek poczatkowych ksztaltu okraglego,
owalnego lub precikowatego, wielko$ci
0,18—1,4 um (ryc. 1). Niekiedy ulegaja roz-
padowi na pojedyncze cialka podstawowe
(21, 25; ryc. 2). Morule pojawiaja si¢ w gra-
nulocytach w ostrej fazie choroby — w neu-
trofilach, 2 dni od wystapienia pierwszych
objaw6w choroby, a w eozynofilach 3-7 dni
po zakazeniu (2, 21, 28). U zakazonych ko-
téw z Wloch stwierdzano obecno$¢ moruli
w 1-21% neutrofili (27); niekiedy stopien
bakteriemii moze by¢ wyzszy — 24% (2).
Coraz czeéciej w rozpoznawaniu ana-
plazmozy granulacytarnej oraz w ocenie
sytuacji epizootycznej, w tym w wykry-
waniu zakazen subklinicznych tymi riket-
sjami, wykorzystywane sa metody biolo-
gii molekularnej, a przede wszystkim tan-
cuchowa reakeja polimerazy — PCR (6, 23,
24, 25). Okreélanie sekwencji uzyskanych

Ryc. 1. Morula A. phagocytophilum w neutrofilu kota
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Ryc. 3. Dodatni wynik testu SNAP 4D w kierunku anaplazmozy granulocytarnej, wykonanego u kota zakazonego
riketsjami

amplikonéw dostarcza cennych informa-
cji do analiz epidemiologicznej i taksono-
micznej. Reakcja PCR oraz sekwencjono-
wanie uzyskanych amplikonéw pozwala
np. na odréznienie A. phagocytophilum od
Enrlichia ewingii. Oba patogeny indukuja
powstawanie moruli w granulocytach, kt6-
rych nie mozna odrézni¢ badaniem mikro-
skopowym rozmazéw krwi (35).
Materiatem, z ktérego mozna izolo-
waé DNA do amplifikacji, moze by¢ petna
krew, leukocyty, szpik kostny lub skraw-
ki §ledziony. Reakcje PCR przeprowa-
dza sie przy uzyciu specyficznych starte-
réw ograniczajacych fragment wybranego
genu riketsji. Elektroforetycznie potwier-
dza si¢ obecnos¢ amplikonu o okreslonej
wielkosci w badanej prébce, a poddanie
uzyskanych produktéw sekwencjonowa-
niu pozwala okresli¢, jaki drobnoustrdj
wywolal chorobe i w jakim stopniu réz-
ni si¢ on od dotychczas opisanych (5, 24).
Technika ta pozwala na wczesna diagno-
ze choroby juz w ostrej fazie i jest najczul-
sza z wszystkich metod diagnostycznych

wykorzystywanych w rozpoznawaniu ana-
plazmozy. Material genetyczny wykrywa-
ny byt za pomoca PCR 7-11 dni po ekspe-
rymentalnym zakazeniu kotéw (22). Am-
plifikacja i sekwencjonowanie fragmentu
genu 16S rRNA A. phagocytophilum wy-
izolowanego od 14-miesiecznego kota ze
Szwecji wykazato 100% podobienistwa
z analogicznymi sekwencjami jej szcze-
p6w pochodzacych od psa i konia z tego
samego obszaru (2).

W diagnostyce anaplazmozy wykorzy-
stywane sa takze badania serologiczne,
ale maja one mniejsze znaczenie niz PCR.
W wigkszosci laboratoriéw weterynaryj-
nych korzysta sie z posredniego testu im-
munofluorescencji — IFAT (indirect fluore-
scent antibody test) lub testu ELISA (en-
zyme-linked immunosorbent assay; 2, 4,
36). Badania te maja ograniczona przydat-
no$¢ w rozpoznawaniu ostrej fazy zakaze-
nia, gdy nie doszlo jeszcze do wytworzenia
swoistych dla A. phagocytophilum przeciw-
cial w surowicy zakazonego osobnika. Po-
nadto niekiedy obserwuje sie wystapienie

w badaniach serologicznych reakcji krzyzo-
wych pomiedzy A. phagocytophilum a np.
A. marginale (37). U kotéw serokonwer-
sja pojawia sie najwczesniej po 14 dniach
od zakazenia (22).

Wyniki prowadzonych badan wlasnych
(dane niepublikowane) wskazuja, iz w szyb-
kim rozpoznawaniu anaplazmozy u kotéw
przydatny moze okazac si¢ produkowa-
ny przez firme Idexx i oparty o technolo-
gie ELISA test SNAP 4D. Pozwala on wy-
kry¢ przeciwciala dla Anaplasma phago-
cytophilum, E. canis, Borrelia burgdorferi
oraz antygen Dirofilaria immitis. Pomi-
mo ze jest on przeznaczony do diagnosty-
ki pséw, w badaniach gdzie wykorzystywa-
no surowice kotéw zakazonych riketsjami,
w tescie tym uzyskiwano takze wyniki do-
datnie. Nie stwierdzono przy tym, by bada-
jac surowice kotéw SNAP 4D, uzyskiwano
w tym tescie wyniki falszywie ujemne lub
falszywie dodatnie (ryc. 3).

Podejmowano takze préby hodow-
li in vitro A. phagocytophilum na liniach
komoérkowych. Jednak badanie to jest kosz-
towne i ma niewielka wartos$¢ diagnostycz-
na ze wzgledu na dlugi czas oczekiwania
na wynik (31).

Leczenie i profilaktyka

W zwiazku z tym, ze A. phagocytophi-
lum jest patogenem wewnatrzkomorko-
wym, niewiele chemioterapeutykéow wy-
kazuje skutecznos$¢ w zwalczaniu zakaze-
nia. W terapii przyczynowej anaplazmozy
najbardziej efektywna grupa antybiotykéw
sa tetracykliny. W przypadku anaplazmo-
zy granulocytarnej kotéw lekiem z wyboru
jest tetracyklina nowej generacji — doksy-
cyklina. Mechanizm jej dzialania polega na
hamowaniu syntezy biatek przez taczenie
sie z podjednostka 30S rybosoméw bakte-
ryjnych (27, 28, 38, 39). Kotom doksycykli-
ne (p.o. 10 mg/kg m.c., co 12 godz.) nalezy
podawac z woda lub jedzeniem, aby zapo-
biec zapaleniu przelyku (40, 41, 42). Je$li
zwierzeg nie przyjmuje lekdw per os, anty-
biotyk mozna podawac dozylnie, co jed-
nak obarczone jest niebezpieczeristwem
wystapienia zapalenia zyl (2, 4).
Schematy terapii anaplazmozy granulo-
cytarnej kotéw moga by¢ rézne. W lecze-
niu choroby stosuje si¢ z powodzeniem te-
tracykline w dawce 22 mg/kg m.c., co 8 go-
dzin, przez 20-30 dni lub doksycykline
5 mg/kg m.c., co 12 godzin przez 21 dni
(2, 4). W Szwecji choremu kotu podawa-
no doksycykling w dawce 10 mg/kg m.c.,
i.v., a po unormowaniu si¢ jego stanu kon-
tynuowano terapie per os przez 20 dni (2).
W Finlandii zastosowano ten sam antybio-
tyk p.o. w dawce 8,4 mg/kg m.c., dwa razy
dziennie przez 30 dni (25). W Polsce zaka-
zonym osobnikom podawano przez pierw-
sze dwa dni oksytetracykling i.m2., w dawce
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5 mg/kg m.c., co 12 godzin, a nastepnie do-
ksycykling p.o. przez 3 tygodnie, w daw-
ce 10 mg/kg m.c. Dodatkowo aplikowa-
no deksametazon s.c., w dawce 0,2 mg/kg
m.c., przez 3 dni (6). Pomimo ze oksytera-
cyklina skutecznie zwalcza riketsje, anty-
biotyk ten obarczony jest niebezpieczen-
stwem wywotlania licznych dziatan niepo-
zadanych, do ktérych zalicza sie dzialanie
hepatotoksyczne, nefrotoksyczne i neu-
rotoksyczne. Ponadto podanie tego an-
tybiotyku wplywa supresyjnie na uklad
immunologiczny, moze powodowaé za-
burzenia zotadkowo-jelitowe w postaci
biegunek oraz przebarwienia szkliwa ze-
béw w zwiagzku z jego zdolnoscia chelato-
wania jonéw metali (39).

Badania in vitro wykazaly, ze A. phago-
cytophilum jest wrazliwa takze na nowe ge-
neracje fluorochinolonéw (ciprofloksacyna,
lewofloksacyna, trowafloksacyna, ofloksa-
cyna) i rifampicyne (33, 40, 41).

Profilaktyka anaplazmozy granulocy-
tarnej kotéw polega na zwalczaniu klesz-
czy i niedopuszczeniu do ich zerowania
na powlokach ciala zwierzat, przy czym
usuniecie kleszcza ze skéry nie wyklucza
przeniesienia zakazenia (43, 44). Na rynku
produktéw weterynaryjnych nie ma szcze-
pionki przeciwko tej chorobie. Trwaja pra-
ce nad opracowaniem preparatu przeciw-
ko anaplazmozie przygotowywanej na ba-
zie antygendéw A. marginale (45).

W Polsce anaplazmoza granulocytar-
na kotéw jest stosunkowo nowa chorobg,
ktéra moze stanowi¢ problem zaréwno te-
rapeutyczny, jak i diagnostyczny w medy-
cynie weterynaryjnej. Zastosowanie ba-
dan molekularnych w diagnostyce cho-
roby umozliwia wczesne jej rozpoznanie,
a takze precyzyjne i wiarygodne okreslenie
czynnika etiologicznego. Zakazenie na tle
A. phagocytophilum nalezy rozwazy¢ w dia-
gnostyce réznicowej kazdego stanu cho-
robowego po kontakcie kotéw z kleszcza-
mi, ktéremu w badaniu hematologicznym
towarzyszy trombocytopenia, leukopenia
lub limfopenia z neutropenia.
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