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RESUMO

ASPECTOS ETIOLOGICOS E EPIDEMIOLOGICOS DE HEMOPARASITOSES EM
FELINOS DOMESTICOS DE CUIABA E VARZEA GRANDE, MATO GROSSO

Hemoparasitoses transmitidas por artropodes que infectam felinos domésticos tém
sido consideradas emergentes na medicina veterinaria e humana. A erliquiose felina
tem sido descrita em diversas regides do mundo, porém pouco se sabe sobre as
espécies envolvidas, transmissdo e patogenia da mesma. Outra hemoparasitose
importante € a bartonelose, que se destaca por ser de carater zoonoético. Os felinos
domésticos sdo considerados os principais reservatérios e portadores de Bartonella
henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae, sendo o principal vetor, a pulga
Ctenocephalides felis. Alguns protozoarios transmitidos por artrépodes como,
Hepatozoon spp., Cytauxzoon spp., Babesia spp. também tém sido descritos
circulando em felinos domésticos em diversos paises. O objetivo deste é fornecer
dados sobre os aspectos etiologicos e epidemiologicos de determinadas
hemoparasitoses em felinos domésticos dos municipios de Cuiaba e Varzea Grande
do estado de Mato Grosso, dando subsidios para a melhor compreensédo destas
enfermidades em felinos. Sendo assim, técnicas moleculares e sorolégicas foram
aplicadas em amostras de sangue e soro de felinos oriundos de distintas localidades
de ambos os municipios, com o intuito de descrever as espécies de parasitas
circulantes na regido.

Palavras-chave: Hepatozoon spp., Cytauxzoon spp., Babesia spp., Bartonella spp.,

Ehrlichia spp., Artropodes.



ABSTRACT

ETIOLOGIC AND EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF HEMOPARASITOSES IN
DOMESTIC FELINE FROM CUIABA AND VARZEA GRANDE, MATO GROSSO

Arthropod-borne hemoparasites infecting domestic felines have been considered
emerging in veterinary and human medicine. Feline ehrlichiosis has been described in
several regions of the world, but little is known about the species involved, transmission
and pathogenesis of it. Another important hemoparasitosis is bartonellosis, which
stands out because of its zoonotic nature. Domestic felids are considered the main
reservoirs and carriers of Bartonella henselae, B. clarridgeiae and B. koehlerae, being
the main vector, the flea Ctenocephalides felis. Some protozoa transmitted by
arthropods such as Hepatozoon spp., Cytauxzoon spp., Babesia spp. Have also been
described circulating in domestic felines in several countries. The objective of this
study is to provide data on the etiological and epidemiological aspects of certain
hemoparasitoses in domestic felines in the municipalities of Cuiaba and Varzea
Grande in the state of Mato Grosso, providing subsidies for a better understanding of
these diseases in felines. Thus, molecular and serological techniques were applied in
blood and serum samples from felines from different localities of both municipalities,
with the purpose of describing the species of circulating parasites in the region.

Key words: Hepatozoon spp., Cytauxzoon spp., Babesia spp., Bartonella spp.,
Ehrlichia spp., Arthrpods.
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1. INTRODUCAO

A emergéncia e a reemergéncia de doencas transmitidas por artropodes
anteriormente controladas, sdo desafios para a medicina humana e veterinaria. Ambos,
os artropodes e as infeccbes transmitidas pelos mesmos, estdo expandindo sua
extensdo zoogeografica, devido as alteracdes climaticas e a maior acessibilidade aos
nichos ambientais. Além do mais, a transicdo de animais de companhia de regides com
alta prevaléncia de artrépodes e das doencas transmitidas por eles, introduziu ambos em
areas ndo endémicas (Shaw et al., 2001).

Estudos relacionados as doencgas transmitidas por artrépodes em felinos
domésticos ainda sdo escassos. A erliquiose felina tem sido investigada a fim de se
compreender a patogénese e estabelecer um padrdo caracteristico da infec¢cao (Buoro
et al.,, 1989; Bouloy et al.,, 1994; Beaufils et al., 1995; Braga et al., 2013). Ainda é
desconhecido se gatos tornam-se persistentemente infectados ou se desenvolvem
implicacdes imunopatoldgicas como resultados de infecgéo crdnica, semelhante ao que
ocorre em caes (Shaw et al., 2001).

Anteriormente foi realizado em estudo o qual demonstrou a presenca de Ehrlichia
canis circulando na populacéo felina da regido metropolitana de Cuiaba, MT (Braga et
al.,, 2014). Embora sequéncias de E. canis baseadas no gene 16S rRNA terem
demonstrado 94% - 100% similares entre isolados de diversas regides do mundo, alguns
estudos tém demonstrado elevado grau de diversidade da E. canis, baseando-se na
diferenca do gene que codifica a proteina “TRP36” (tandem repeat proteins) (Doyle et
al., 2005, Zhang et al., 2008, Hsieh et al., 2010, Aguiar et al., 2013)

Dentre as doencas emergentes, a bartonelose, que também €& conhecida por
‘doenca da arranhadura do gato”, destaca-se por ser de carater zoondbtico,
representando um problema de saude publica. Os gatos domésticos sdo descritos como
os reservatorios da Bartonella spp. (Kordick et al., 1997). O género Bartonella apresenta
uma distribuicdo mundial com elevada prevaléncia em paises com clima quente e Umido,
onde as condi¢cdes sdo mais favoraveis para os vetores artrépodes, principalmente

pulgas (Glaus et al., 1997). As infecgcbes em gatos tém sido documentadas em varios
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paises da Europa, Asia, Oceania e América, sendo as espécies B. henselae e B.
clarridgeiae as mais frequentemente detectadas (Brunt et al., 2006).

Além das bactérias supracitadas, alguns protozoarios transmitidos por artropodes
tém sido descritos em gatos domeésticos do Brasil, como Cytauxzoon spp., Babesia spp.
e Hepatozoon spp. (Criado-Fornelio et al., 2006; André et al., 2014; Maia et al., 2013).
Entre os piroplasmideos, varias espécies ja foram descritas em felinos: Babesia felis, B.
cati, B. herpailuri, B. pantherae, B. leo, B. canis e Cytauxzoon felis (Baneth et al., 2004).
A espécie de Hepatozoon que acomete felinos, anteriormente denominada
Leucocytozoon felis domestici, era considerada indistinguivel da espécie infectante dos
canideos, devido a grande semelhanca morfolégica do parasita observado no sangue
destes animais (Baneth et al., 2013).

Shaw et al. (2001) observaram que os artropodes comumente relacionados as
transmissdes de hemoparasitas em gatos, sdo as pulgas da familia Pulicidae e
carrapatos da familia Ixodidae, e muitos destes sdo hospedeiros tanto para cdes quanto
para gatos. Sabe-se que 0s gatos parecem ser menos predispostos as infestacbes por
carrapatos e aos parasitos transmitidos por esses artrépodes que os caes. Além disso,
esses animais tém uma suposta resisténcia inata ou adaptacéo as infec¢des, o que limita
o desenvolvimento das doencas ou compromete a transmisséo de agentes infecciosos
entre carrapatos e gatos (Shaw et al., 2001).

Estas enfermidades na maioria das vezes, sdo de complexo diagnéstico, pois as
mesmas podem ocorrer em animais saudaveis, ou mesmo com apresentacdo de sinais
clinicos inespecificos. Adicionalmente, a falha no diagndstico pode estar relacionada com
o0 baixo nimero de agentes patogénicos em sangue periférico, devido ao tropismo
hematico, o que dificulta a deteccdo por exame direto, assim como o seu isolamento e
cultura e bem como as reacdes cruzadas com outros organismos por meio de testes

soroldgicos para deteccao de anticorpos (Tabar et al., 2008).

1.1 Ehrlichia spp.

Ehrlichia spp. pertence a Ordem Rickettsiales e Familia Anaplasmataceae

(Dumler et al., 2001). Sao parasitos intracelulares obrigatérios Gram-negativos, que se
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situam em vacuolos citoplasmaticos de células hematopoiéticas maduras ou imaturas e
células endoteliais nos hospedeiros vertebrados ou no intestino e glandula salivar dos
hospedeiros artropodes (Groves et al., 1975; Unver et al., 2001). Estes organismos se
mantém na natureza através de interacdes complexas entre vetores invertebrados e
hospedeiros vertebrados (Dumler et al., 2001).

E. canis € a principal espécie circulante no Brasil, e o carrapato Rhipicephalus
sanguineus esta envolvido na transmisséo do agente em cées (Labruna e Pereira, 2001).
Os ciclos naturais e o potencial desses artropodes na transmisséo de doencas em gatos
domeésticos ndo estdo totalmente elucidados (Amyx e Huxsoll, 1997). Ndo obstante,
sabe-se que o carrapato R. sanguineus é trioxeno e tém habitos nidicolas (do latim nidi=
ninho; cola=que permanece) e demonstra ampla distribuicdo geogréfica urbana no Brasil,
onde encontra condi¢ces favoraveis para o parasitismo e reproducao
(Labruna e Pereira, 2001).

Vista como agente causal de disfungcbes hematologicas em cées, a patogenia
gerada pela infeccao por E. canis em felinos domésticos néo foi totalmente esclarecida
e sdo escassos 0s relatos que discorrem no que se refere as alteracdes clinicas e
laboratoriais manifestadas na erliquiose felina. Contudo, estudos sugerem que a
erliquiose seja incluida no diagndstico diferencial de gatos com presenca de leucopenia,
anemia e trombocitopenia associado a apatia e febre (Buoro et al., 1989; Bouloy et al.,
1994; Beaufils et al., 1995; Braga et al., 2013a; Braga et al., 2013b).

1.2 Bartonella spp.

As bactérias do género Bartonella sdo Gram negativas e intracelulares facultativas
e infectam mamiferos e artrépodes (Brunt et al., 2006). Diversas espécies de Bartonella
spp. tém a competéncia de infectar os gatos domésticos, e estes animais sao
considerados reservatorios primarios de B. clarridgeiae, B. henselae e possivelmente de
B. koehlerae (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010). Mais de 14 espécies de Bartonella sdo
consideradas zoonéticas ou potencialmente zoondticas (Guptill, 2010).

A “doenca da arranhadura do gato” € causada pela B. henselae, uma bactéria

hemotrépica que infecta humanos, mamiferos domeésticos e selvagens. Intimamente
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relacionada com B. henselae, a B. clarridgeiae compreende cerca de 10-30% dos
isolados de Bartonella em gatos clinicamente saudaveis e em lesbes cardiacas e
hepaticas de caes (Kordick et al., 1997). Além disso, a B. clarridgeiae tem sido associada
sorologicamente com a bartonelose em humanos (Breitschwerdt e kordick, 2000).

O mais importante vetor da Bartonella spp. € a pulga Ctenocephalides felis, a qual
transmite a bactéria ao hospedeiro felino através das fezes (Guptill et al., 2010). Somente
alguns gatos naturalmente infectados apresentam sinais clinicos que vao desde febre
transitéria, linfadenomegalia, abscessos ou microabscessos em diferentes 06rgaos,
endocardite e sinais do sistema nervoso central, como nistagmo, tremores, convulsées
e alteracdes comportamentais (Shaw et al., 2001).

A transmissdo para o0s seres humanos ocorre principalmente através de
arranhaduras ou mordidas dos gatos. Nos seres humanos, esta infeccdo pode ser
assintomatica e pode desaparecer espontaneamente sem qualquer tratamento, no

entanto, em alguns casos, a doenca pode ser fatal se ndo tratada (Lamas et al., 2010).

1.3 Hepatozoon spp.

O género Hepatozoon compreende mais de 300 espécies de protozoarios
pertencentes ao filo Apicomplexa (Almosny, 2002; Ewing e Panciera, 2003), acometendo
varias espécies de animais domésticos e silvestres (Vincente-Johnson et al., 2003).

A deteccéo de Hepatozoon em felinos foi pela primeira vez descrita por Patton em
1908 na india (Baneth et al., 2013). Com base nas avaliagbes morfoldgicas e
morfométricas da espécie de Hepatozoon detectado em gatos, havia se estabelecido
gue este parasita era indistinguivel do H. canis detectados em caes (Wenyon, 1926;
Perez et al., 2004). No entanto, com base na caracterizacdo molecular do Hepatozoon
spp. em gatos domésticos e selvagens, demonstrou-se que mais de uma espécie de
Hepatozoon pode estar associada com a ocorréncia de infecgées na populacéo felina
(Criado-Fornelio et al, 2006; Baneth et al, 2013.).

No Brasil, Rubini et al. (2006) realizaram a primeira caracteriza¢cdo molecular de
Hepatozoon spp. em gatos e demonstraram que as sequéncias de nucleotideos de

isolados brasileiros de Hepatozoon detectados em gatos estavam intimamente
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relacionadas com isolados brasileiros de H. canis de cées. Entretanto, uma nova espécie
de Hepatozoon geneticamente distinta de H. canis foi caracterizado em gatos no sul da
Espanha (Criado Fornelio-et al., 2006). Além disso, em um estudo recente, Baneth et al.
(2013) descreveram a espécie H. felis com base em uma analise filogenética e
morfoldgica, sugerindo que os felinos sé@o infectados principalmente por H. felis, que
inclusive possui predilecéo por tecido muscular. Além disso, demonstrou-se que o0s gatos
podem se infectar tanto pela espécie H. felis quanto pelo H.canis.

A transmissdo do hepatozoon ocorre quando se ingerem carrapatos, contendo
oocistos maduros da hemocele. ApGs a ingestao, 0s esporozoitos sado liberados no trato
gastrointestinal, penetram na parede intestinal e sdo transportados através do sangue
para tecidos hemolinfaticos, incluindo o bago, medula 6ssea e ganglios linfaticos. O vetor
do hepatozoon em cées e gatos ainda ndo estdo totalmente elucidados, entretanto
considera-se o carrapato R. sanguineus o principal vetor de H. canis (Baneth et al., 2001).
Além do mais, alguns estudos tém demonstrado a participacdo do Amblyomma ovale na

transmissao de Hepatozoon em caes (Forlano et al., 2005; Rubini et al., 2009)

1.4 Babesia spp.

O género Babesia compreende um grupo de protozodrios parasitas intracelulares
obrigatorios de eritrocitos (Farkas, 2002), mundialmente distribuidos e causadores de
uma doenca conhecida como babesiose em véarios tipos de hospedeiros (Irwin, 2009),
onde o principal fator patogénico é a hemalise (Almosny, 2002; Taboada e Lobetti, 2006)
e com transmisséo associada a carrapatos ixodideos (Irwin, 2009).

Diversas espécies e subespécies de Babesia foram descritas ao redor do mundo
em gatos domésticos: B. canis; B. vogeli; B. cati; B. felis; B. herpailuri; B. hongkongensis;
B. leo; B. microti; e B. pantherae (Baneth et al., 2004; Taboada e Lobetti, 2006), e a
espécie B. felis a mais comum (Shoeman et al., 2001).

A ocorréncia de babesiose em felideos foi primeiramente relatada na India por
Lingard e Jennings em 1904 (Bendangla e Varshney, 2006). Casos esporadicos de
infeccdo em gatos domesticos por espécies nao identificadas de Babesia sp. foram

descritos na Alemanha, Franga, Tailandia e Zimbabue (Baneth et al., 2004). No Brasil,
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séo poucos os relatos de babesiose felina. Hemoparasitos semelhantes a B. felis foram
detectados em esfregacos sanguineos em gatos domeésticos no Rio de Janeiro (Souza,
2002; Gazeta et al., 2004); entretanto, os autores ndo caracterizaram a espécie. Almeida
et al. (2004) observaram piroplasmideos em 47% de gatos indigentes examinados.
Porém, estes autores ndo puderam distinguir Babesia spp. de Cytauxzoon felis. André et
al. (2014) demonstraram a infec¢é@o por B. vogeli em gatos errantes de um zoolégico no

Brasil.

1.5 Cytauxzoon spp.

Sao protozoarios parasitos do Filo Apicomplexa, dentro do qual estdo presentes
seres dotados de complexo apical, importante na fixacdo e invasdo de células do
hospedeiro. Por fim, encontram-se classificados como parasitos da Classe Piroplasmidia
e na Familia Theileriidae (Rey, 2002).

A espécie Cytauxzoon felis foi descrita pela primeira vez em gatos domésticos na
regido sudoeste do Missouri, nos Estados Unidos da América (EUA), por Wagner em
1976. No Brasil, a Cytauxzoonose felina € uma doenca ainda pouco conhecida, tendo
sido raramente diagnosticada. Seu primeiro diagndstico realizado foi em lebes mantidos
num zoologico no estado do Rio de Janeiro (Soares, 2001). Maia et al. (2013)
descreveram pela primeira vez no Brasil, gatos domésticos infectados por C. felis,

através de técnicas moleculares.
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CARTA AO EDITOR

Deteccdo molecular de Bartonella clarridgeiae em felinos domésticos da regido

Centro-oeste do Brasil.

Prezado Editor,

A Doenca da Arranhadura do Gato (DAG) é causada pela Bartonella henselae,
uma bactéria hemotrépica que infecta humanos, mamiferos domésticos e selvagens.
Intimamente relacionada a B. henselae, a B. clarridgeiae compreende
aproximadamente 10% a 30% dos isolados de Bartonella encontrados em gatos
clinicamente saudaveis e ja foi descrita em lesGes cardiacas e hepaticas de caes
(Kordick et al., 1997). Além do mais, B. clarridgeiae tem sido sorologicamente
associada a uma doenga semelhante a DAG em seres humanos (Breitschwerdt et al.,
2000).

Os gatos sdo considerados o0s principais reservatérios e portadores de B
henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae. A Bartonella spp. € transmitida através das
fezes de pulgas para os gatos susceptiveis. Poucos gatos, naturalmente infectados,
apresentam sinais clinicos. Os sintomas associados a infeccdo por Bartonella em
gatos séo diversos, variando desde febre transitéria, linfoadenomegalia, abscessos
ou microabcessos em diferentes 6rgaos, endocardites e sinais do sistema nervoso
central (Kordick et al., 1997). A transmissao de gatos para humanos e cdes ocorrem
através de mordidas e arranhfes. Em humanos, a infeccao pode ser assintoméatica e
pode desaparecer espontaneamente sem tratamentos, entretanto, em alguns casos a
doenca pode ser fatal, se ndo tratada (Lamas et al., 2010).

Com o intuito de identificar patdgenos transmitidos por artropodes em felinos
domeésticos, 182 gatos de diversos recintos dos municipios de Cuiaba e Varzea
Grande, ambos localizados no Estado de Mato Grosso, regido Centro-Oeste do Brasil,
foram analisados. As amostras dos animais foram oriundas do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET-UFMT), Hospital Veterinario da
Universidade de Cuiaba (UNIC-HV), e de gatis e Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ2) de Cuiabéa e Varzea Grande. As coletas das amostras foram conduzidas de
acordo com os Principios Eticos para Pesquisa em Animais estabelecidos pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia com Animais de Laboratorio (SBCAL) e sob o controle
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institucional do Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFMT (nimero de protocolo
— UFMT: 23108.017751 / 11-7).

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA usando o Kit comercial
Axyprep Blood Genomic DNA Miniprep (Axygen Biosciences, Provincia de Zhejiang,
Hangzhou, China) de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA foi usado como
molde para a PCR de Bartonella spp., usando os oligonucleotideos iniciadores:
BARTON-1  (5-TAACCGATATTGGTTGTGTTGAAG-3') e BARTON-2 (5-
TAAAGCTAGAAAGTCTGGCAACATAACG-3"), o qual amplifica um segmento de 585-
588 pb do gene Riboflavin synthase C (ribC) do género Bartonella (Bereswill et al.,
1999).

Trés (1,64%) gatos foram positivos para a presenca de DNA de Bartonella de
acordo com a PCR, que objetivou porcdes de segmentacdo do gene ribC. Sequéncias
parciais de todas as amostras positivas foram geradas, produzindo uma Unica
sequéncia consenso (Acesso ao GenBank: KR092386) que € idéntica (KC331014;
HM588660) e 99% similar (HQ012585; KC331017; KC331014) as correspondentes
sequéncias de B. clarridgeiae disponiveis no GenBank.

Todos os gatos positivos foram oriundos do CCZ de Varzea Grande.
Habitualmente, esses animais séo recolhidos da rua e mantidos no estabelecimento
até o momento de adocao. Boulouis et al. observaram que gatos errantes apresentam
elevadas prevaléncias de infeccdo por Bartonella spp. quando comparados aos gatos
domiciliados, principalmente devido ao contato préximo entre animais infectados e
gatos susceptiveis, demonstrando que a diferenca na ocorréncia da infeccao esta
associada com o tipo de populacao felina estudada (Boulouis et al., 2005). Devido ao
vigoroso controle de pulgas realizado na populacéo felina, a prevaléncia de infeccdo
por Bartonella spp. em gatos tém reduzido e o risco de doencas associadas a
Bartonella em seus proprietarios também diminuiu. No entanto, os proprietarios de
felinos e os profissionais de saude animal devem ser advertidos para evitar
comportamentos que aumentem o risco de mordidas e/ou arranhdes dos animais, uma
vez que, a populacao felina age como fonte de agentes zoonoticos e representam um
risco potencial de infeccao (Kordick et al., 1997).

No Brasil, a ocorréncia de infeccdo por Bartonella em humanos ja foram
relatadas. No Estado do Rio de Janeiro, 41,6% de pacientes positivos para o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), que estavam clinicamente assintomaticos, foram

descritos como soropositivos para Bartonella spp. (Lamas et al., 2010). Deste modo,
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0s médicos da saude animal e humana devem considerar a presencga desse patdégeno

zoonotico em seus diagnésticos de rotina.
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BREVE COMUNICACAO

Resumo

Alguns patogenos transmitidos por carrapatos que infectam gatos
domésticos tém sido considerados emergentes na medicina veterinaria. A
ocorréncia de Hepatozoon spp., Babesia spp. e Cytauxzoon spp. tém sido
descrita em diversas regides do Brasil. Este trabalho oferece uma analise
abrangente do gene 18S rRNA do isolado de Hepatozoon sp. detectado em
gatos domeésticos da regido metropolitana de Cuiaba, Centro-Oeste do Brasil.
Baseados e analises moleculares, detectamos a presenca de espécies de
Hepatozoon circulando entre os gatos desta regido. A cepa, mencionada acima,
estd intimamente relacionada a outros isolados de H. felis detectados em
felideos selvagens no Brasil. Além do mais, andlise filogenética indicou que o
gendtipo deste isolado estd classificado em um clado do gene 18S rRNA
previamente descrito para o género Hepatozoon em felideos selvagens ao redor
do mundo. Isolados de H. felis detectados em gatos da Espanha e Israel foram
98% e 97% similar a nossa sequéncia e estao agrupados em um clado separado
na arvore finlogenética. Este achado sugere uma alta diversidade de genétipos
de Hepatozoon ocorrendo na Europa e na América do Sul. Nenhum dos gatos
avaliados foram positivos para Babesia spp. ou Cytauxzoon spp. por meio de
analise de PCR.

Palavras-chave: Infec¢cdes hemoparasitarias felinas, Hepatozoon spp.,

Cytauxzoon spp., Babesia spp.

Abstract

Some tick-borne pathogens that infect domestic cats have been
considered emergent in veterinary medicine. Occurrences of Hepatozoon spp.,
Babesia spp. and Cytauxzoon spp. have been described in several regions of
Brazil. This paper offers a comprehensive analysis of the 18S rRNA gene of a
Hepatozoon sp. strain detected in domestic cats in the metropolitan area of
Cuiaba, in midwestern Brazil. Based on a molecular analysis, we detected the
presence of Hepatozoon species circulating among cats in this region. The
aforementioned strain is closely related to other isolates of H. felis detected in

wild felids in Brazil. Moreover, a phylogenetic analysis indicates that this
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genotype is grouped into a clade of 18S rRNA genes previously described for the
genus Hepatozoon in wild felids around the world. Hepatozoon felis strains
detected in cats from Spain and Israel were 98% and 97% similar to our sequence
and are clustered on a separate branch of the phylogenetic tree. This finding
suggests a high diversity of Hepatozoon genotypes occurring in Europe and
South America. None of the analyzed cats were positive for Babesia spp. or

Cytauxzoon spp. by PCR analysis.

Keywords: Feline hemoparasitic infections, Hepatozoon spp., Cytauxzoon spp.,

Babesia spp.
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Introducéo

Hepatozoonose, babesiose e cytauxzoonose felina s&do doengas
causadas por protozoarios transmitidos por carrapatos, frequentemente
associadas a distarbios hematoldgicos relatados em gatos domeésticos no Brasil
(Criado-Fornelio et al., 2006; André et al., 2009; Bortoli et al., 2011; Maia et al.,
2013; Baneth et al., 2013, Filoni et al., 2013, André et al., 2014, André et al.,
2015).

Hepatozoon sp. séo parasitas apicomplexos caracterizados pelo ciclo de
vida heteroxeno, o qual é transmitido a uma ampla variedade de hospedeiros
intermediarios, através de ingestdo de artropodes hematéfagos contendo
oocistos maduros (Baneth et al., 1998). Estudos baseados em caracterizacéo
molecular do género Hepatozoon em felideos domésticos e selvagens, tem-se
demonstrado que mais de uma espécie pode estar associado com a ocorréncia
da infeccdo em felinos (Criado-Fornelio et al., 2006; Baneth et al., 2013). Uma
nova espécie de Hepatozoon, geneticamente distinta do H. canis, foi
caracterizada em gatos do Sul da Espanha (Criado-Fornelio et al., 2006). Por
outro lado, um recente estudo, reavaliou a espécie H. felis baseado em analise
filogenética e morfologica, sugerindo que felinos sao primeiramente infectados
por esta espécie, a qual tem predilecédo por infectar tecido muscular (Baneth et
al., 2013).

Cytauxzoon felis é um patégeno relativamente novo, e tem sido
considerado historicamente fatal (Wagner, 1976; Maia et al., 2013). Na fase
aguda da infeccdo em gatos domésticos, o curso da doencga é rapido e muitos
gatos morrem dentro de uma semana apo6s o inicio dos sintomas clinicos. A
esporadica ocorréncia, o curso rapido da doenca e o histérico de alta taxa de
mortalidade da cytauxzoonose em gatos domésticos sugere que eles
provavelmente atuem como hospedeiros terminais (Greene et al., 2006).

A espécie de Babesia sp. relatada no Brasil esta intimamente relacionada
a B. vogeli (André et al., 2009). Recentemente, André et al. (2015) descreveram
a presenca de DNA de Babesia muito préxima a espécies de B. bigemina e
Theileria spp., comumente detectadas em ruminantes, circulando em gatos
domésticos no Brasil. Babesiose felina esta associada com anorexia, perda de

peso, alteracbes gastrointestinais, anemia, trombocitopenia, leucocitose ou
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leucopenia e ictericia (Criado-Fornelio, 2012). Babesia e Cytauxzoon tém sido
descritos, por meio de anélises moleculares e soroldgicas em felinos domésticos
e selvagens nas regifes centro-sul e sudeste do Brasil (André et al., 2011, André
et al., 2015).

Considerando a literatura revisada, o presente estudo objetivou avaliar os
gatos domésticos da regido metropolitana de Cuiaba, centro-oeste do Brasil,
com intuito de detectar a presenca de protozoarios hemoparasitas transmitidos
por carrapatos. Este trabalho apresenta a primeira descricdo e a analise
filogenética do gene 18S rRNA de um gendtipo intimamente relacionado a
espécies de H. felis, detectados em gatos de Cuiaba.

Material e Métodos

O estudo foi realizado nas cidades de Cuiaba (15°35'56"S 56°06'01'0O),
capital do estado de Mato Grosso, e Varzea Grande (15°38’49”S; 56°07°58”0),
ambas localizadas no centro-oeste do Brasil. Entre maio de 2011 e julho de
2013, foram coletados em tubos com EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid)
amostras de sangue de 180 gatos domeésticos do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET-UFMT), Hospital Veterinario da
Universidade de Cuiabd (UNIC-HV), e de gatis e Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Cuiaba e Varzea Grande. As amostras de sangue foram
refrigeradas a -20°C até a realizacao dos testes. As coletas das amostras foram
conduzidas de acordo com os Principios Eticos para Pesquisa em Animais
estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia com Animais de Laboratério
(SBCAL) e sob o controle institucional do Comité de Etica em Pesquisa Animal
da UFMT (nUmero de protocolo — UFMT: 23108.017751 / 11-7).

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA usando o Kit comercial
Axyprep Blood Genomic DNA Miniprep (Axygen Biosciences, Provincia de
Zhejiang, Hangzhou, China) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. De
forma a avaliar e assegurar a presenga de DNA gendmico nas amostras, 0 gene
endogeno felino, GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), foi avaliado
em 20% das amostras por meio de PCR, usando os oligonucleotideos iniciadores
GAPDH-F-370 (5’-CAGCAACTCCCACTCTTCCACCT-3’) e GAPDH-R-369 (5'-
ACCACCCTGTTGCTGTAGCCGT-3’) para obter um fragmento de 120 pb (este
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artigo), seguindo o protocolo: 2,5 pl de solugédo tampéo (Sigma ®), 1.0 ul de
DNTP (0.2 mM), 0.5 ul de cada oligonucleotideo iniciador (20 pmol/ul), 0.1 ul de
Tag Polimerase, 2.0 pul de DNA e 19.5 pl de agua ultra pura livre de nucleases
(Nuclease-Free Water), com o volume final da reacdo de 25ul. O protocolo de
amplificagéo consistiu de uma desnaturacgéo inicial de 94°C por 5 min, 30 ciclos
de desnaturagéo (94°C, 30s), anelamento (60°C, 30s), extenséo (72°C, 30s), e
uma extensao final de 72°C for 7 min.

O DNA foi utilizado como molde para a PCR de Hepatozoon spp., Babesia
spp. e Cytauxzoon spp. usando os seguintes oligonucleotideos iniciadores:
HEP144-169 (5-GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3’) e HEP743-718 (5'-
ACAATAAAGTAAAAAACA-3), o qual amplifica um fragmento de 574-pb do
gene 18S rRNA de Hepatozoon sp. (Almeida et al., 2013), BAB143-167 (5-
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3) e BABG694-667 (5'-
GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3’), amplificando um segmento de 551
pb do gene 18S rRNA de Babesia spp. (Perez et al., 2013) e CYTAUX-F (5'-
GCGAATCGCATTGCTTTATGCT-3) e CYTAUX-R (5-
CCAAATGATACTCCGGAAAGAG-3’), que amplifica um fragmento de 284-300
pb do gene 18S rRNA de Cytauxzoon spp. (Birkenheuer et al., 2006). A fim de
se obter um amplo fragmento amplificado do genel8S rRNA de Hepatozoon, as
amostras positivas da primeira reacdo foram submetidas a uma segunda reacéo
usando 0Ss oligonucleotideos inciadores HAM-1 (5'-
GCCAGTAGTCATATGCTTGTC-3) e HPF-2 (5°-GACTTCTCCTTCGTCTAAG-
3’), com o intuito de amplificar um fragmento de 1750 pb (Criado-Fornelio et al.,
2006). DNA gendmico de Babesia e Hepatozoon oriundo de cées naturalmente
infectados (Spolidorio et al., 2011) e amostra de de DNA de Cytauxzoon,
gentilmente cedido por R.Z. Machado, foram utilizados como controle positivo
nas reacoes.

Os produtos amplificados foram purificados com o kit lllustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Bio-Sciences, USA) segundo
instrucdes do fabricante, em seguida, submetidos ao sequenciamento genético
utilizando Big Dye (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢des do
fabricante, em sequenciador automético de DNA modelo ABI PRISM-310
Genetic Analyzer (Applied Biosystens/Perkin, Elmer Foster City, CA). As
sequéncias obtidas foram editadas no software BioEdit (Ibis Biosciences,
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Carlsband, CA) e posteriormente analisada através do programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) a fim de verificar a identidade com demais
sequéncias correspondentes disponiveis no GenBank.

Sequéncias parciais do gene 18S rRNA de Hepatozoon (1528 pb) geradas
por meio da segunda reacédo de PCR para Hepatozoon foram alinhadas através
do ClustalX (Thompson et al. 1997) e ajustadas manualmente usando o software
Genedoc (Nicholas et al. 1997) com as correspondentes sequéncias disponiveis
no Genbank.

O alinhamento do gene 18S rRNA de Hepatozoon incluiu 32 sequéncias
diferentes (449 caracteres). A arvore filogenética foi inferida pelo método de
maxima parcimoénia, usando o software PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002), com
1.000 repeticdes de taxa; Todas as posi¢cdes foram igualmente ponderadas. A
andlise bayesiana também foi realizada, usando o software MrBayes v3.1.2
(Huelsenbeck e Ronquist, 2001) com quatro corridas de cadeia de Markov
independentes para 1.000.000 dados acopladas as geracbes MCMC,
amostrando uma arvore a cada 1002 geracdo. Os primeiros 25% das arvores
representaram burn-in, e as arvores restantes foram usadas para calcular a
probabilidade posterior Bayesiana. Babesia sp. (AF188001) foi incluida como

grupo externo na arvore filogenética.

Resultados

Nenhum dos gatos analisados foram positivos para Babesia spp. ou
Cytauxzoon spp. através da PCR. Do total de animais avaliados, 3 (1,66%) gatos
machos, adultos e oriundos do CZZ de Varzea Grande apresentaram DNA de
Hepatozoon spp. (Tabela 1). As sequéncias geradas de 1528 pb do gene 18S
rRNA foram mutuamente idénticas (100%) e uma sequéncia de nucleotideos
consensual demonstrou identidade variando de 93% a 99%, de acordo com
diferentes espécies e isolados de Hepatozoon spp. relatadas em diversas

regides ao redor do mundo (Tabela 2).

A sequéncia de nucleotideos do Hepatozoon sp. detectado neste estudo,
foi analisada e representada na arvore filogenética demonstrada na Figura 1. A

Méaxima Parciménia e a arvore Bayesianas foram congruentes, e baseado nos
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valores de bootstrap, as sequéncias de Hepatozoon sp. podem ser segregadas
em pelo menos seis clados diferentes, os quais, para o proposito deste estudo,
foram designados como A, B, C, D, E e F (Tabela 2). O clado A, € composto por
grupos de isolados de H. canis detectados em caes domésticos e selvagens,
bem como em gatos domeésticos também. O clado B, por grupos de H. felis
detectados em gatos domésticos da Espanha e Israel. Clado C, compreende
diferentes isolados de Hepatozoon detectados em roedores e répteis, e o clado
D é composto por espécies detectadas em marsupiais. Diferentes isolados de H.
americanum foram identificados do clado E. A espécie de Hepatozoon detectada
neste estudo, denominada isolado Cuiaba, foi posicionada préximo aos isolados
detectados em felideos selvagens, no clado F (Figura 1). A sequéncia do gene
18S rRNA do Hepatozoon, isolado Cuiabd, foi depositado no GenBank (acesso:
KM435071).
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Discussao

O trabalho relata a primeira deteccdo de Hepatozoon sp. em gatos
domeésticos da regido metropolitana de Cuiaba, centro-oeste do Brasil, e
descreve uma analise filogenética baseada em sequéncias de nucleotideos do
gene 18S rRNA do gendtipo descrito neste trabalho, denominado, isolado
Cuiaba. Um estudo anterior, nesta mesma regido, falhou em detectar a presenca
de Hepatozoon sp. em amostras sanguineas de gatos domésticos de abrigos,
bem como, de animais atendidos em Hospital Veterinario (Miceli et al., 2013). A
sequéncia gerada (1528 pb) dos trés gatos positivos demonstraram uma estreita
relacdo com isolados de Hepatozoon spp. detectados em felinos selvagens do
Brasil, india e Jap&o. Este achado, demonstra que os isolados brasileiros
pertencem a um Uunico clado, constituido por genétipos detectados em
Leopardus pardalis e Felis catus domestica, sendo esta afirmacdo amparada
pelo valor substancial de bootstrap (92%). No entanto, o valor de bootstrap
observado na arvore filogenética, além de dar suporte a analogia observada
entre Hepatozoon spp. de felinos selvagens e o isolado Cuiaba, demonstra
também a distancia entre o clado composto por H. felis, anteriormente detectado
em gatos domésticos da Espanha e Israel, em relacdo ao isolado deste estudo
(Figura 1, Tabela 2).

Os resultados deste, demonstram claramente que o gendtipo de
Hepatozoon, isolado Cuiaba, pertence a um clado diferente do H. canis
detectado em caes e gatos do Brasil. Este achado, contradiz a hip6tese de Rubini
et al., (2006), de que um pequeno grau de divergéncia entre os isolados de H.
felis e H. canis ndo eram suficientes para diferenciar as espécies ocorridas em
felinos. Além do mais, Tabar et al., (2008) sugeriram que a hepatozoonose felina
ocorria a maioria das vezes em regiées onde a infeccdo canina também estava
presente. De fato, apesar da divergéncia entre o H. canis e o isolado Cuiaba em
felinos deste estudo, um estudo anteriormente conduzido na mesma regiao,
detectou H. canis circulando em cées domeésticos atendidos em dois Hospitais

Veterinarios (Spolidorio et al., 2011).

Além disso, a classificacao de isolados distintos em pelo menos 6 clados,

indicaram uma estreita relacdo entre diferentes genoétipos de Hepatozoon e
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outras espécies detectadas em animais selvagens (Tabela 2), o que inclui
genadtipos de H. americanum, que € um importante hemoparasita de cées da
América do Norte e de alguns pequenos mamiferos. Por outro lado, isolados
denominados H. felis (clado B) detectados em gatos domésticos da Espanha e
Israel foram agrupados em um clado separado das sequéncias do isolado
Cuiaba (clado F). Coincidentemente, este grupo foi segregado com espécies que
ocorrem na regido Mediterranea, compreendendo partes da Europa e Oriente
Médio.

A relacéo evolutiva proposta neste estudo destaca a diversidade e origem
polifilética do H. felis. As sequéncias de espécies diferentes e isolados novos
devem ser inclusos no estudo filogenético, a fim de elucidar e validar os grupos
monofiléticos de Hepatozoon. A posicdo dos genétipos do clado C a F sugere
gue Hepatozoon também pode ser segregado por meio de hospedeiros, 0 que
esta representado pelas diferentes espécies de animais selvagens. Um genotipo
estreitamente relacionado a Hepatozoon sp. Curupira-2 e H. americanum foi
descrito por André et al. (2010) em carnivoros selvagens mantidos em cativeiro
na regido Centro-Oeste do Brasil. Curiosamente, a relacdo e a proximidade
observada entre espécies de roedores, marsupiais, répteis e felinos suporta a
possibilidade de que populacdes de carrapatos infectados sejam compartilhados
ou a possibilidade pertinente de transmissédo via predacdo. Por exemplo, o
Hepatozoon sp., isolado Cuiabd, foi alocado dentro de um clado estreitamente
relacionado ao H. americanum, o qual foi experimentalmente transmitido a um
cdo, através da predacdo de roedores selvagens e coelhos portadores dos

estadios de cisto teciduais deste parasita (Johnson et al., 2009a, 2009b).

As espécies de Hepatozoon, descritas por apresentarem baixa viruléncia
em felinos, atuam como parasitas oportunistas, infectando animais
imunossuprimidos ou através de infeccdo latente em tecidos de gatos
aparentemente saudaveis (Baneth et al., 1998; Baneth et al., 2013). De fato, a
infeccdo latente, pode ser a razdo pela escassa ocorréncia de infec¢cdo por
Hepatozoon sp. em gatos, o que colabora com demais pesquisas conduzidas em
outros paises (Baneth et al., 1998; Criado-Fornelio et al.,, 2006). A baixa
frequéncia de parasitismo por carrapatos em gatos também contribui para o

menor numero de casos de infeccdo, uma vez que, estes artropodes séo
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indicados como vetor de Hepatozoon sp. entre os carnivoros (Demoner et al.,
2013).

Miceli et al. (2013) descreveram anteriormente, na mesma regido deste
estudo, a auséncia de infeccédo por Hepatozoon em gatos oriundos de abrigos.
No entanto, a atual pesquisa envolveu um numero amostral de gatos mais
abrangente, compreendendo animais de dois Hospitais Veterinarios, dois
abrigos de gatos e dois Centros de Controle de Zoonoses (departamento
governamental responsével pela captura de cdes e gatos de rua). Além do mais,
os felinos positivos neste estudo eram oriundos do CCZ do municipio de Véarzea
Grande, sugerindo que gatos de rua sdo mais susceptiveis a infec¢cdo do que os
gatos domiciliados. Estes animais errantes podem causar sérios problemas para

a populacéo onde vivem, atuando como portadores de alguns patégenos.

A regido estudada € caracterizada pela alta incidéncia de animais
errantes, e alta densidade de carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato
(Almeida et al.,2012), o qual é considerado suspeito de ser o vetor do H. canis
em ambientes urbanos (Baneth et al., 2007). Por outro lado, Demoner et al.
(2013) ndo observaram formas parasitarias de H. canis em carrapatos R.
sanguineus, ap0s o repasto sanguineo em caes naturalmente infectados, a
contar deste modo, o vetor definitivo de Hepatozoon spp. em cées e gatos no

ambiente urbano do Brasil é incerto, sendo necessaria maiores investigacoes.

Todos os gatos positivos neste estudo eram machos, e outras pesquisas
também observaram uma maior tendéncia de infeccédo por Hepatozoon em gatos
machos do que em fémeas (Baneth et al., 1998; Perez et al., 2004). O
comportamento territorial agressivo dos felinos machos pode ser um fator
predisponente ao parasitismo por carrapatos infectados, e particularmente por
infecgbes por patdogenos imunossupressores como o Virus da Imunodeficiéncia
Felina (FIV) ou Virus da Leucemia Felina (FelLV), os quais favorecem a
propagacéao da infeccdo por Hepatozoon (Baneth et al., 1998).

Embora nenhuma das amostras testadas tenham sido positivas para
Babesia spp. e Cytauxzoon spp. neste estudo, infecgbes por estes agentes tém
sido reportadas em gatos. Recentemente, André et al. (2014, 2015) relataram

atraves deteccdo molecular um gendtipo de Babesia estreitamente relacionada
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a B. vogeli circulando em gatos errantes no zooldgico do estado de Séo Paulo e
em gatos domiciliados e ndo domiciliados do estado de Mato Grosso do Sul. Este
tipo de ambiente contribui para a transmissdo de agentes de carnivoros
selvagens, mantidos em cativeiro, para gatos errantes através de vetores
artropodes ou vice-versa. Além do mais, Maia et al. (2013) descreveram a
primeira deteccdo molecular de C. felis em gatos domeésticos no Sudeste do
Brasil, e posteriormente, André et al.,, (2015) também relataram deteccao
molecular em gatos domeésticos no Centro-Oeste do Brasil. Portanto, maiores
estudos sobre patégenos transmitidos por artrépodes em felinos domésticos séo
necessarios, a fim de se obter uma melhor compreenséo da epidemiologia dos

agentes relacionados.

Conclusao

Este estudo demonstrou que gatos domeésticos da regido metropolitana
de Cuiaba, Centro-oeste do Brasil, foram expostos a um gendtipo intimamente
relacionado ao Hepatozoon sp., anteriormente descrito em felideos selvagens.
Pesquisas adicionais sdo necessarias para caracterizar as diferentes espécies
de Hepatozoon que podem estar infectando felideos. Além disso, maiores
estudos fazem-se necessarios a fim de elucidar a diversidade genotipica de
espécies de Hepatozoon em diferentes regides do mundo, uma vez que,
diferentes isolados podem expressar novos fendtipos, resultando assim em

diferentes formas de manifestagéo da doenca.
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Tabela 1. NUumero de amostras sanguineas de gatos por localidade, idade e sexo, avaliadas por meio de
PCR para a deteccdo de Hepatozoon spp., Babesia spp. e Cytauxzoon spp. no Centro-Oeste do Brasil.

Localidade \dade =X N Total (%)
Jovem Adulto Macho Fémea
HOVET-UFMT 1 10 9 2 11 (6.1)
HV-UNIC 4 22 15 11 26 (14.4)
Gatil 1 1 30 14 17 31(17.2)
Gatil 2 3 15 8 10 18 (10)
CCZ-CBA 8 21 16 13 29 (16.1)
CCZ-VG 34 31* 30* 35 65 (36.2)*
Total 51 129 92 88 180 (100)

* Trés machos adultos foram positivos na PCR para Hepatozoon. Frequéncia de 1.6%.
HOVET-UFMT — Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso
HV-UNIC — Hospital Veterinario da Universidade de Cuiaba

CCZ-CBA — Centro de Controle de Zoonoses de Cuiaba

CCZ-VG - Centro de Controle de Zoonoses de Varzea Grande
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Tabela 2. Isolados de Hepatozoon sp. divididos de acordo com clados e relacionados com espécies hospedeiras e localidade de deteccéo.

Clados Isolado (acesso ao genbank) % Espécie hospedeira Pais Continente Referéncias
H. canis Cuiaba (JF295088) 96 Canis familiaris Brasil  América do Sul Spolidorio et al. (2011)
H. canis CAT 1 (DQ315565) 96 Felis catus domesticus Brasil  América do Sul
Rubini et al. (2006)
H. canis CAT 2 (DQ315566) 96 Felis catus domesticus Brasil  América do Sul
A H. canis Curupira 3 (AY461375) 98 Dusicyon thous Brasil  América do Sul Criado-Fornelio et al. (2006)
H. canis Spain 3 (AY731062) 97 Vulpes vulpes Espanha Europa Criado-Fornelio et al. (2003)
H. canis Curupira 1 (AY461376) 98 Pseudolapex gymnocercus Brasil  América do Sul Criado-Fornelio et al. (2006)
H. felis Israel 8533 (KC138533) 97 Felis catus domesticus Israel Asia Baneth et al. (2013)
B H. felis Spain 2 (AY628681) 98 Felis catus domesticus Israel Asia
Criado-Fornelio et al. (2006)
H. felis Spain 1 (AY620232) 98 Felis catus domesticus Espanha Europa
- H. felis Israel 1 (KC138534) 97 Felis catus domesticus Espanha Europa Baneth et al. (2013)
- Hepatozoon sp. 786b (EU430236) 96 Amblyomma fimbriatum Australia Oceania Vilcins et al. (2009)
H. catesbianae (AF130361) 93 - Carreno et al. (1999)
Hepatozoon sp. Boiga (AF297085) 95 Boiga irregularis Austrélia Oceania *
H. ayorgbor (EF157822) 97 Phyton regius Gana Africa Sloboda et al. (2007)
C Hepatozoon sp. HepBIiCM001 (AB181504) 97 Bandicota indica Tailandia Asia *
Hepatozoon sp. Squirrel 1 (EF222259) 95 Sciurus vulgaris Espanha Europa Criado-Fornelio et al. (2009)
Hepatozoon sp. AS7 (FJ719819) 97 Abrothrix sanborni Chile América do Sul Merino et al. (2009)

Hepatozoon sp. BV1 (AY600625) 97 Clethrionomys glareolus Espanha Europa Criado-Fornelio et al. (2006)
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Hepatozoon sp. BV2 (AY600626) 97 Clethrionomys glareolus Espanha Europa
Hepatozoon sp. DG1 (FJ719813) 98 Dromiciops gliroides Chile Ameérica do Sul
D Merino et al. (2009)
Hepatozoon sp. DG2 (FJ719814) 98 Dromiciops gliroides Chile América do Sul
Hepatozoon EPM 1 (EF222257) 98 Martes martes Espanha Europa Criado-Fornelio et al. (2009)
H. americanum (AF176836) 97 Amblyomma maculatum EUA  América do Norte Mathew et al. (2000)
: Hepatozoon sp. fox-ES2 (KC127679) 97 Cerdocyon thous Brasil  América do Sul Almeida et al. (2013)
Hepatozoon sp. Curupira 2 (AY461377) 97 Cerdocyon thous Brasil  América do Sul Criado-Fornelio et al. (2006)
H. felis LaCONES (HQ829439) 97 Panthera leo persica india Asia Pawar et al. (2012)
H. felis W129 1 (AB636285) 97 Prionailurus bengalensis iriomotensis  Japéo Asia
H. felis W129 2 (AB636286) 97 Prionailurus bengalensis iriomotensis Japao Asia Sakuma e al. (2011)
H. felis W129 3 (AB636287) 97 Prionailurus bengalensis iriomotensis  Japéo Asia
i Hepatozoon sp. (EU028344) 99 Leopardus pardalis Brasil  América do Sul
Metzger et al. (2008)
Hepatozoon sp. (EU267606) 98 Leopardus pardalis Brasil  América do Sul
H. felis CMS-29 (AB771576) 97 Prionailurus bengalensis euptilurus  Japao Asia Tateno et al. (2013)
H. felis Cuiaba (KM435071) - Felis catus domesticus Brasil  América do Sul Este artigo

* Dados nao publicados. Registros do Genbank
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Figura 1. Arvore filogenética baseada em varia¢bes de sequéncias de nucleotideos de DNA
do gene 18S rRNA de Hepatozoon sp. detectadas em gatos domeésticos, de acordo com 0s
métodos Maxima Parsiménia (A) e Bayesianos (B). NUmeros dos nds representam valores
suportes para os principais ramos (bootstrap/probabilidade posterior; 1000 replicacoes).

Babesia sp. (AF188001) foi incluida como grupo externo na arvore filogenética.
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BREVE COMUNICACAO

Resumo

Os ectoparasitas sado capazes de transmitir patégenos especificos, incluindo
algumas bactérias, causando doencas infecciosas em animais domésticos.
Descri¢cbes de parasitismo por carrapatos em gatos domeésticos sdo escassos, porém
neste estudo, relata-se o parasitismo de carrapatos Rhipicephalus sanguineus em
gatos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso,
Brasil. Os felinos foram submetidos a exames clinicos e hematolégicos e analise
molecular para deteccéo de Ehrlichia spp. Do mesmo modo, os carrapatos removidos
dos gatos foram identificados e analisados para detecgcéo de Ehrlichia spp. Ambos,
gatos e carrapatos foram analisados por meio de Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) para a deteccdo do gene dsb, e as sequéncias das amostras positivas
demonstraram ser 100% idénticas a E. canis. No presente estudo, além da descricdo
de parasitismo, destacamos pela primeira vez, a presenca de DNA erliquial idéntico a
E. canis tanto nos felinos quanto no carrapato que o parasitava, 0 que ressalta a
importancia dos gatos como reservatério de E. canis e sua posicdo no ciclo de

transmissao entre cées e gatos no Brasil.

Palavras-chave: Erliquiose felina, carrapatos, Ehrlichia spp.

Abstract

Ectoparasites are capable of transmitting specific pathogens including some
bacteria causing infectious diseases in domestic animals. Since descriptions of tick
infestations in domestic cats are scarce, this paper report parasitism of Rhipicephalus
sanguineus ticks in cats attended at a Veterinary Hospital in Brazil. Cats were
submitted out for clinical and hematological examination and molecular analysis for
detection of Ehrlichia spp. In addition, R. sanguineus ticks removed from the cats were
analyzed for detection of Ehrlichia spp. Both cats and ticks were tested by Polymerase
Chain Reaction (PCR) to detect the dsb gene and sequence analysis of positives
showed samples 100% identical to E. canis. In the present study we report for the first

time the infestation by R. sanguineus in domestic cats and the presence of erlichial
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DNA identical to E. canis in the animals and ticks. Based on this report, we discuss the
importance of cats as reservoir of E. canis and its position in transmission cycle

between dogs and cats in Brazil.

Keywords: Feline ehrlichiosis, Ticks, Ehrlichia spp.

Os carrapatos Rhipicephalus sanguineus sdo importantes ectoparasitas de
canideos domésticos, sendo altamente prevalente entre os cdes de todas as regides
do Brasil (Labruna e Pereira, 2001). Além do mais, sdo vetores competentes da
Ehrlichia canis, bactéria Gram negativa e intracelular, responsavel pela Erliquiose
Monocitica Canina (EMC) (Moraes-Fillho et al., 2015). Descri¢des de parasitismo por
R. sanguineus em felinos domésticos tém sido observadas em algumas regiées do
Brasil (Ferreira et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Mendes-Almeida et al., 2011), apesar
de ser incomum, visto que o felino ndo se comporta como hospedeiro primario deste
ectoparasita, e seus habitos higiénicos dificultam a manutencdo da populacédo de R.

sanguineus no ambiente (Labruna e Pereira, 2001; Breitschwerdt et al., 2002).

Embora a transmisséo de E. canis, em caes, pelo carrapato R. sanguineus seja
efetiva, o ciclo de transmissdo natural desta bactéria em gatos ndo esta totalmente
estabelecido (Amyx e Huxsoll, 1973; Groves et al., 1975). No entanto, a presenca de
DNA de E. canis tem sido relatada em gatos domiciliados e ndo domiciliados em
diversas partes do mundo (Breitschwerdt et al., 2002; Oliveira, et al., 2009; Braga et
al., 2010; Braga et al., 2013). A relevancia dos felinos domésticos como reservatorios
da E. canis e sua posi¢ao no ciclo de transmissao entre caes e gatos necessita ser
amplamente estudado, contudo, este trabalho relata o parasitismo por R. sanguineus
em gatos e a primeira deteccdo simultdnea de E. canis em ambos, hospedeiros

vertebrados e invertebrados.

Entre julho de 2013 e fevereiro de 2014, oito felinos parasitados por carrapatos
foram atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso
(HOVET-UFMT). Amostras sanguineas foram coletadas, por venopuncédo da jugular
externa, a fim de se realizar andlise hematolégica e molecular para detec¢do de
Ehrlichia spp. Os ectoparasitas foram retirados, analisados usando um microscopio

estereoscopio e identificado de acordo com a chave taxondémica de Barros- Battesti et
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al. (2006), e em seguida armazenado em microtubos de polipropileno contendo &lcool
isopropilico.

As coletas das amostras foram conduzidas de acordo com os Principios Eticos
para Pesquisa em Animais estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia com
Animais de Laboratdrio (SBCAL) e sob o controle institucional do Comité de Etica em
Pesquisa Animal da UFMT (numero de protocolo — UFMT: 23108. 019110/12-2).

A analise hematoldgica foi realizada seguindo os protocolos do Laboratério de
Patologia Clinica do HOVET-UFMT, que adota os parametros de referéncia de Jain
(1993). Para a andlise molecular, as amostras de sangue foram submetidas a extracao
de DNA através do kit comercial Axyprep Blood Genomic DNA Miniprep (Axygen
Biosciences, Hangzhou, China) conforme as instru¢des do fabricante e a extracédo de
DNA dos carrapatos foram realizadas com Tiocianato de Guanidina, de acordo com o
protocolo de Sangioni et al. (2005). Em seguida, DNA gendémico de ambos foram
submetidos a técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase, que visou a amplificacéo
de um fragmento de 409-pb do gene dsb de Ehrlichia, utilizando-se uma PCR
contendo: 100-400 ng de DNA; 0,2 mM de cada nucleotideo dATP, dTTP, dCTP e
dGTP (Promega®); 0,4 uM de cada iniciador (primer) dsb: dsb-330 (5’-GAT GAT GTC
TGA AGA TAT GAA ACA AAT-3) e dsb-728 (5'-
CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3’); 1,25 U de Taq Polimerase (Platinum®
Tag DNA polymerase — Invitrogem); solucao tampéo (pH 8,4) contendo 50 mM de KCI;
20 mM Tris-HCI e 3 mM de MgCI2 (Doyle et al.,2005).

Os produtos amplificados foram purificados com o kit lllustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare Bio-Sciences) segundo instru¢cdes do
fabricante, em seguida, submetidos ao sequenciamento genético utilizando Big Dye
(Applied Biosystems), de acordo com as instru¢des do fabricante, em sequenciador
automatico de DNA modelo ABI PRISM-310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystens/Perkin Elmer). As sequéncias obtidas foram editadas no software BioEdit
(Ibis Biosciences, Carlsband, CA) e posteriormente analisada através do programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) a fim de verificar a identidade com demais

sequéncias correspondentes disponiveis no GenBank.

De oito felinos avaliados, quatro eram adultos (= 12 meses), sendo trés machos
e uma fémea, e quatro jovens (<12 meses), dois machos e duas fémeas. Seis ndo

possuiam racas definidas e dois eram da raca Persas. Apenas um gato era de rua,
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sendo resgatado e levado para atendimento médico e os demais eram domiciliados,
no entanto, todos tinham contato com cées. Na avaliacdo clinico-laboratorial foram
observados apatia, dispneia, paralisia dos membros, desidratacéo e trombocitopenia.
Além do mais, a analise molecular revelou a presenca trés felinos positivos para
Ehrlichia spp. (Tabela 1). Os ectoparasitos, removidos principalmente da cabeca e
pescoco, foram identificados nas fases de larvas, ninfas e adultos (Figura 1). Uma
Unica fémea de R. sanguineus apresentou DNA de Ehrlichia spp, e este carrapato foi
removido de um felino que apresentou positividade para infec¢cao por Ehrlichia, no
entanto ele ndo apresentava sinais clinicos (Tabela 1). As sequéncias parciais
geradas pelas amostras positivas na PCR foram analisadas e mostraram-se idénticas
entre si e entre outras sequéncias de E. canis disponiveis no GenBank (GU586135.1,
DQ460716.1).

E crescente o nimero de relatos de exposicdo e possiveis infeccdes por
Ehrlichia spp. em gatos domésticos (Breitschwerdt et al., 2002; Oliveira, et al., 2009;
Braga et al., 2010; Braga et al., 2013), o que demonstra a necessidade de inclusdo da
erliquiose felina como diagndstico diferencial de gatos com alterac6es hematolégicas
e parasitados por carrapatos. Trés gatos infestados por R. sanguineus apresentaram
positividade na PCR para E. canis, porém, apenas um deles apresentava sintoma de
apatia, segundo o proprietario. A patogénese da infeccao por E. canis em gatos ndo
esta muito bem elucidada, entretanto, ja foram observados anemia, trombocitopenia,

linfopenia e monocitose em felinos portadores de DNA erliquial (Braga et al., 2013).

A descricdo de parasitismo por R. sanguineus em felinos domésticos na regiao
central do Brasil, colabora com os raros relatos de parasitismo em gatos (Ferreira et
al., 2009; Ferreira et al., 2010; Mendes-Almeida et al., 2011). Os carrapatos foram
localizados em regides anatbmicas dos animais de dificil acesso, o que dificulta a

remocao dos mesmos pelos animais.

O clima tropical da regido metropolitana de Cuiaba demonstra condicdes
favoraveis para a manutencgéo do vetor R. sanguineus (Rodriguez -Vivas, 2005). Além
do mais, os resultados deste estudo, colaboram com os apresentados por Parola et
al. (2008), que relataram mudancas de comportamento em carrapatos que se
alimentavam expostos a altas temperaturas. Considerando a temperatura média anual
da regido metropolitana de Cuiaba, que varia de 30 a 32°C (IBGE, 2010), a infestacéo

de R. sanguineus em outros hospedeiros, que nao seja 0 cdo, pode ser explicada.
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Adicionalmente ao parasitismo, foi detectado a presenca de DNA de E. canis e
um carrapato removido de um gato positivo para E. canis. Ambas sequéncias geradas
foram idénticas entre si e entre outras sequéncias de E. canis, indicando que se trata
do mesmo agente infeccioso. A transmissdo de E. canis para carrapatos R.
sanguineus ocorrem de forma transestadial e intraestadial (Bremer et al., 2005). N&o
se pode presumir com estes resultados, que a presenca de E. canis no carrapato foi
resultado do repasto sanguineo no animal infectado, ou que a infeccdo felina foi
decorrente da transmissdo pelo carrapato infectado. No entanto, portamos
informacdes substanciais de que felinos domésticos e R. sanguineus estdo envolvidos

no processo de transmissao e manutencao da E. canis no ambiente.

Contudo, este trabalho, enfatiza a possibilidade de o carrapato R. sanguineus
atuar no ciclo de transmissédo de E. canis nos felinos domésticos, sendo o primeiro
relato de infeccdo mutua de E. canis no vetor R. sanguineus e um mamifero nao
considerado hospedeiro primario, o gato. Demais estudos sdo necessarios visando

avaliar a posicao do felino doméstico na epidemiologia da E. canis.
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Tabela 1- Relacdo dos felinos avaliados quanto a sinais clinicos, parasitismo por carrapatos Rhipicephalus sanguineus e deteccao de DNA de Ehrlichia spp. através de

Reac¢do em Cadeia pela Polimerase (PCR).

DNA erliquial em

Estagio do

DNA erliquial em

Felino Sexo Idade Raca Exame Clinico amostra de R. sanquineus amostra de
sangue ' 9 carrapatos
M Ausente
1 M 5 meses SRD Sem alteragé@o Presente F Presente
N Ausente
2 F 6 anos Persa Sem alteracéo Presente M Ausente
3 M 2 anos SRD Apatia Ausente M Ausente
L1 Ausente
L2 Ausente
L3 Ausente
La Ausente
. Ls Ausente
4 F 6 meses Persa Sem alteragé@o Ausente Le Ausente
L7 Ausente
Ls Ausente
L1 Ausente
L2 Ausente
Ls Ausente
5 F 2 meses SRD Apatia Presente N2 Ausente
N2 Ausente
N3 Ausente
6 M 3 meses SRD . _Dlspnela Ausente M Ausente
Paralisia dos membros
N1 Ausente
N2 Ausente
7 M 2 anos SRD Trompocnopgnla Ausente N3 Ausente
Desidratacéo F Ausente
M Ausente
8 M 4 anos SRD Trombocitopenia Ausente F Ausente

F: fémea; M: macho; N: ninfa; L: larva, SRD: sem raca definida
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Figura 1- Carrapato Rhipicephalus sanguineus parasitando o pavilhdo auditivo de um felino
doméstico.
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Introducao

Ehrlichia canis é o agente etiologico da Erliquiose Monocitica Canina (EMC),
uma doenca cronica e muitas vezes letal, que esta relacionada a distribuicdo do
carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Zweygarth et al., 2014; Moraes-
Fillho et al., 2015). Alguns pesquisadores observaram infec¢des por E. canis em
alguns vertebrados, além dos cées domésticos, como: canideos selvagens, felinos
domésticos e até mesmo humanos (Stich et al., 2008; Bouza-Mora et al., 2017). Sao
crescentes os relatos de exposicdo por Ehrlichia spp. em gatos domeésticos ao redor
do mundo (Bouloy et al., 1994; Beaufils et al., 1995; Aguirre et al., 2004; Fontalvo et
al., 2016), bem como descricdes de DNA intimamente relacionados a E. canis em
sangue total de gatos (Breitschwerdt et al., 2002; Oliveira et al., 2009; Braga et al.,
2012; Braga et al., 2014).

A erliquiose felina tem sido investigada a fim de obter maiores informacgdes
sobre a dindmica da infeccao (Buoro et al., 1989; Bouloy et al., 1994; Beaufils et al.,
1995; Braga et al., 2013a), porém dados relativos a persisténcia da infec¢cdo em gatos
ou ao desenvolvimento de implicagfes imunopatolégicas ainda sdo escassos nessa
espécie (Shaw et al., 2001). Sabe-se que processo infecciosos indutores de
imunossupressdo como a infeccdo pelo virus da Imunodeficéncia felina pode
favorecer infeccdo por E. canis em gatos e inclusive resultar para um progndstico
desfavoravel ao animal (Braga et al., 2013b). Além do mais, embora, algumas
sequéncias de E. canis baseadas no gene 16S rRNA tenham demonstrado alta
similaridade entre isolados de diversas regides do mundo, alguns estudos tém
demonstrado elevado grau de diversidade da E. canis, baseando-se na diferenca do
gene TRP (tandem repeat proteins) (Doyle et al., 2005, Zhang et al., 2008, Hsieh et
al., 2010, Aguiar et al., 2013, Bouza-Mora et al., 2017). Tal diversidade de gendétipos
podem expressar novos fenoétipos, resultando em diferentes formas de apresentacao

da doenca (Ferreira et al., 2014).

As proteinas TRP19 e TRP36 de E. canis sdo importantes proteinas
imunorreativas e alvos primarios da resposta de anticorpos do hospedeiro durante a
infeccdo. A proteina TRP19, expressada nas membranas de morulas e na superficie
dos corpos reticulados de E. canis, é considerada um importante instrumento para

distinguir anticorpos especificos para o agente (McBride et al., 2007). Enquanto que
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a proteina TRP36 de E. canis, exposta na superficie bacteriana e secretada no
citoplasma do hospedeiro, contém uma sequéncia de aminoacidos que varia entre
algumas cepas, por isso € considerada util para avaliar a diversidade entre os
diferentes isolados. No Brasil, dois gendétipos distintos ja foram descritos em cées
infectados, um chamado de gendétipo americano (USTRP36), cuja a sequéncia de
aminoacidos da regiao de repeticdo (TR) € ‘TEDSVSAPA’, e o outro detectado
somente no Brasil (gendtipo brasileiro; BrTRP36), que possui uma sequéncia de
aminoacidos totalmente divergente ‘ASVVPEAE’ (Aguiar et al., 2013).

A sensibilidade e especificidade destas proteinas para o imunodiagndstico
espécie-especifico tem sido determinada usando proteinas recombinantes e ensaios
baseados em peptideos sintéticos, contudo, o objetivo deste estudo é identificar
anticorpos anti-E.canis por meio da proteina TRP19, e distinguir os genaétipos
envolvidos na infeccdo, baseados nas proteinas TRP36, avaliados por meio de
Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA), em banco de soro felino da regido
metropolitana de Cuiaba, testados em estudo anterior (Braga et al., 2014).

Material e Métodos
Amostras

Amostras de soro de 105 felinos domeésticos (76 soropositivas e 29
soronegativas), coletadas e analisadas por meio de Reac¢édo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) (Braga et al.,, 2014) foram submetidas ao ELISA e ao teste

imucromatografico SNAP* 4Dx* Plus.
ELISA

Anticorpos anti-E.canis foram avaliados frente ao peptideo correspondente a
regido do epitopo da proteina TRP19 (24-mer, HFTGPTFSEVNLSEEEKMELQEVS)
(McBride et al., 2007). Para definicdo do genotipo responsavel pela positividade,
foram utilizados peptideos imunorreativos correspondentes aos epitopos das regides
de repeticdo (TR) da proteina TRP36 do gendtipo americano (USTRP36) (18-mer;
TEDSVSAPATEDSVSAPA) (Doyle et al, 2006) e Dbrasileiro (24-mer,
ASVVPEAEASVVPEAEASVVPEAE) (Aguiar et al, 2013). O peptideo

correspondente a regido C-terminal da proteina TRP36 do isolado Israel de E. canis
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(1S36-C-V, 15-mer, NPTGLKFLDLYTQLTL) foi utilizado como peptideo controle,
devido sua baixa imunorreatividade (Zhang et al., 2008). Os peptideos foram
sintetizados comercialmente (AminoTech, Diadema, SP) e ressuspendidos em agua

ultra pura na concentragdo de 1mg/mL até o momento das analises.

Os ensaios foram realizados conforme preconizado por Aguiar et al. (2016).
Foram utilizadas placas de ELISA MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Denamark). Os
peptideos foram diluidos em solucéo salina fosfatada (PBS; pH7,4) na concentracéo
de 1,0 pg/ 50 pl e foram adsorvidos nas placas em temperatura ambiente por 1 hora
sob agitacdo. Posteriormente a placa foi lavada trés vezes com 200uL de solucdo
TRIS salina tamponada com 0,2% de Tween 20 (TBST) e em seguida realizado o
bloqueio da placa com 100 yL de TBST com 10% de soro equino (Sigma H1270) por
1 hora em temperatura ambiente com agitacdo e novamente lavada como descrito

acima.

Os soros dos felinos foram diluidos a 1:200 em TBST com 5% de soro equino
(Sigma H1270) sendo adicionado 50 pL da solucéo por cavidade, e incubadas em
temperatura ambiente por 1 hora sob agitacdo. ApGs este periodo, as placas foram
lavadas quatro vezes com TBST. Em seguida foi adicionada em cada cavidade 50 pL
de conjugado caprino anti-IgG de felino marcado com fosfatase alcalina (H+L; Sigma-
Aldrich Laboratories, USA) na diluicdo de 1:5000 em TBST com 5% de soro equino.
A placa foi incubada novamente por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacéo.
Apbs este periodo a placa foi lavada por quatro vezes em TBST e depois incubada
por 30 minutos com 100 pl de substrato BluePhos (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Gaithersburg, MD). O desenvolvimento colorimétrico foi determinado em leitor optico
de microplacas (absorbancia de 650nm) Epoch ™ (Biotek Instruments, Winoosli, VT,
EUA) e os dados analisados em software GEN5 Gen5™ Data Analysis (Biotek
Instruments, Winoosli, VT, EUA).

O valor da Densidade Optica (DO) de cada soro testado foi representado pela
meédia de trés leituras (x desvio padréo) (cada peptideo adsorvido em triplicata)
subtraido do valor de DO resultante do peptideo controle (1IS36-C-V). A amostra que
apresentou 0,300 unidades acima do valor da DO do peptideo controle foi

considerada positiva (Aguiar et al., 2016).
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Um grupo de amostras com resultados discordantes entre a RIFI e ambos os
testes de ELISA foram avaliados pelo teste imunocromatografico SNAP* 4Dx* Plus
(IDEXX Laboratories, Westbrook, ME), segundo as orienta¢des do fabricante. Este
ensaio foi desenvolvido para deteccao de anticorpos Anti-Anaplasma spp. e E. canis

em caes.

Resultados

Das amostras positivas na RIFI, 14 (13,3%) reagiram ao peptideo TRP19, 09
(8,5%) ao peptideo BrTRP36 e 04 (3,8%) ao peptideo USTRP36. Reacdes frente aos
dois peptideos TRP36 foram observadas em 02 (1,9%) amostras. Das amostras
negativas na RIFI, nenhuma reagiu ao peptideo TRP19, 01 (0,9%) reagiu frente ao
peptideo BrTRP36 e 01 (0,9%) ao peptideo USTRP36. (Tabela 1).

Foram observadas que duas amostras soropositivas na RIFI reagiram ao teste
imunocromatografico SNAP* 4Dx* Plus. Uma foi positiva para E. canis e Anaplasma
spp., que reagiram frente ao peptideo TRP19 e outra positiva somente para E. canis
gue reagiram aos peptideos TRP19 e USTRP36. Uma amostra ndo reativa nas

andlises da RIFI e ELISA, mostrou-se positiva para Anaplasma spp. (Tabela 1).

Discussao

Um estudo realizado anteriormente, demonstrou através da técnica Reacgéao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que felinos domésticos da regido centro-oeste do
Brasil haviam sido expostos a Ehrlichia spp. (Braga et al., 2014). No presente estudo,
foi observado que uma parcela desses animais (13,3%) reagiram frente ao peptideo
TRP19, demonstrando que foram sensibilizados previamente pela E. canis.
Considerando a especificidade relatada do peptideo TRP19 no sorodiagnostico da E.
canis (McBride et al., 2007), o presente estudo relata pela primeira vez anticorpos
especificos anti-E. canis na espécie felina. Como a erliquiose felina permanece uma
incognita entre pesquisadores e médicos veterinarios, os resultados do presente
estudo a demonstram que esta espécie de Ehrlichia possa estar envolvida na etiologia

da infec¢cdo em gatos no Brasil.
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A proteina TRP36 de E. canis é considerada util para avaliar a diversidade
entre os diferentes isolados, pois contém uma sequéncia de aminoacidos que varia
entre algumas cepas. Ambos peptideos da proteina TRP36 (USTRP36 e BITRP36)
apresentaram reagfes perante as amostras dos felinos, demonstrando o
envolvimento de ambos 0s gendtipos na infeccdo em felinos do Brasil. Tal resultado
corrobora os dados apresentados por Aguiar et al. (2013), que observaram a
presenca dos dois gendtipos em amostras de caes do Brasil. Enquanto o gendétipo
americano (USTRP36) foram detectados em cepas da Africa do Sul, Camardes,
Brasil, Espanha, Estados Unidos, Israel, Nigéria e Taiwan (Doyle et al., 2005; Zhang
et al., 2008; Hsieh et al., 2010; Aguiar et al., 2013; Kamani et al., 2013; Zweygarth et
al., 2014), o gendtipo brasileiro (BrTRP36) foi detectado apenas em isolados do Brasil
(Aqguiar et al., 2013).

Coinfeccéo entre os gendtipos também foram observados em dois animais,
demonstrando que o felino pode albergar os diferentes gendtipos e até participar de
possiveis recombinagdes entre os mesmos, conforme discutido por Aguiar et al.
(2013) e Aguiar et al. (2016). Além do mais, um genotipo possuindo uma sequéncia
de repeticdo desconhecido da proteina TRP36 também pode estar circulando entre
esses animais do Brasil, uma vez que 8,5% dos gatos reagiram ao peptideo TRP19,
mas ndo ao USTRP36 e BrTRP36. Tal fato também foi observado em caes por Aguiar
et al. (2016). Recentemente, DNA de um novo gendtipo de TRP36 de E. canis foi
detectado em seres humanos assintomaticos da Costa Rica, demonstrando que a
proteina TRP36 possa ser um alvo constante de diversidade, possivelmente em
decorréncia da presséo seletiva quando submetida a diferentes hospedeiros (Aguiar
et al., 2016, Bouza-Mora et al., 2017).

Algumas amostras soropositivas na RIFI ndo reagiram ao peptideo TRP19,
evidenciando a possibilidade de reacdo cruzada com outros antigenos relacionados.
A RIFI é considerada padrao (gold standard) no diagndstico sorologico da erliquiose
canina, sendo realizada a partir de células DH82 infectadas com E. canis (Aguiar et
al., 2007). Entretanto, determinadas limitagdes sé&o observadas nesta técnica, como
por exemplo, a reatividade cruzada gerada por anticorpos produzidos contra
microorganismos antigenicamente proximos, como outras espécies do género
Ehrlichia e até mesmo membros do género Anaplasma, gerando interpretactes

equivocas dos resultados (Cardenas et al., 2007).
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Além do mais, amostras ndo reagentes na RIFI apresentaram reagentes ao
TRP19 (Tabela 1), colaborando com Cardenas et al. (2007) que demonstraram maior
sensibilidade no ELISA, visando a proteina TRP19, quando comparados aos
antigenos crus de E. canis utilizados na RIFI. Um estudo avaliando a cinética de
anticorpos contra proteinas recombinantes gp19 (TRP19), gp36 (TRP36) e p28, em
soros de cées infectados com E. canis, submetidos ao ELISA e Western blot,
revelaram que anticorpos contra a gp36 reagiram precocemente em ambos 0s testes
(14 dias pés-infecgéo), seguido pela reatividade a gp19 (21 dias p6s-infec¢do) e por
fim, tardiamente a p28 (28 — 35 dias pos-infeccdo) (Cardenas et al.,, 2007),
concordando com os resultados do presente estudo, onde algumas amostras que

reagiram ao peptideo TRP36 (US e Br), porém néo reagiram ao TRP19 (Tabela 1).

Foram observados dois animais reagentes frente antigenos de Anaplasma
spp., através do teste imunocromatografico SNAP* 4Dx* Plus, inclusive uma delas
(animal Gt 137 CCZ-VG; Tabela 1), foi reagente na RIFI, porém negativas quando
testada no ELISA frente aos peptideos de E. canis. Este resultado € um indicio de
que na espécie felina, anticorpos produzidos durante infeccdo por Anaplasma spp.
podem gerar reacdes cruzadas quando utilizados antigenos crus de E. canis. Além
disso, deve-se ressaltar dados a respeito da sensibilidade do SNAP* 4Dx* Plus sé&o
desconhecidos para a espécie felina, uma vez que o teste foi padronizado para

diagndstico da erliquiose e anaplasmose caninas (Stillman et al., 2014).

Diante do exposto, o ELISA baseado na utilizacdo dos peptideos TRP 19 e
TRP36 como antigeno provou-se Util para o sorodiagndstico da infeccéo por E. canis
em gatos, além do que se apresentou mais sensivel e especifico do que a RIFI, e
poderdo fornecer informacdes relevantes na caracterizacdo da epidemiologia da

erliquiose na espécie felina.
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Tabela 1. Resultado das amostras de soro felino submetidas & reacdo de
Imunofluorescéncia indireta com antigenos de Ehrlichia canis (RIFI), ao Ensaio
Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA) sensibilizados com peptideos TRP19,
BrTRP36 e USTRP36 e ao SNAP* 4Dx* Plus.

Identificacdo do RIFI ELISA
felino Titulo TRP19 BrTRP36 USTRP36
0803 160 Reagente - -
0434* 1280 Reagente - -
11055 80 Reagente - -
1664 1280 - Reagente -
1831 160 Reagente - -
1911 - - Reagente -
2156 160 Reagente - -
2519** 40960 Reagente - Reagente
2958 1280 - Reagente -
307 160 - Reagente -
347 160 Reagente Reagente -
93 1280 Reagente - -
952 - - - Reagente
9717 1280 Reagente - -

Gt 09 CCZ-Cbha 160 Reagente - -
Gatil 14 160 Reagente Reagente -
Gatil 16 80 Reagente Reagente Reagente
Gatil 31 640 Reagente Reagente Reagente

Gt 134 CCZ-VG 640 Reagente - -

Gt 151 CCZ-VG 160 - Reagente -

Gt 137 CCZ-VG*** 320 - - -

- Amostra ndo reagente

* Amostra reagente para E. canis e Anaplasma platys/A. phagocytophilum

(SNAP* 4Dx* Plus)

** Amostra reagente para E. canis (SNAP* 4Dx* Plus)

*** Amostra reagente para Anaplasma platys/A. phagocytophilum (SNAP* 4Dx*

Plus)



