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“Aonde fica a saida?", Perguntou Alice ao gato

que ria. “Depende”, respondeu o gato. “De

2

queé?”, replicou Alice; "Depende de para onde

)

vocé quer ir..."

Lewis Carrol



RESUMO

O aumento da populacédo de gatos domeésticos (Felis silvestris catus) errantes e ferais em areas
urbanas pode culminar em um importante problema para a saide animal, ambiental e humana.
Sabe-se que o Parque Municipal Américo Renné Giannetti (PQMARG) localizado na regido
central de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil € uma importante area verde da cidade por
abrigar diversas espécies de animais silvestres e por receber um grande nimero de visitantes.
O local abriga também animais domésticos, como gatos, que se organizam socialmente em
coldnias e até 0 momento, ndo existem informacdes sobre o status sanitario destes animais em
relacdo a agentes parasitarios como hemopatdgenos veiculados por vetores e Toxoplasma
gondii, sendo que os felinos desempenham importante papel epidemiologico na
toxoplasmose. O presente trabalho tem como principal objetivo a deteccdo de
hemoprotozoéarios da ordem Piroplasmida e Trypanosoma evansi, além de hemobactérias da
familia Anaplasmataceae e Mycoplasma spp. hemotropicos, e determinar a soroprevaléncia de
Toxoplasma gondii nos gatos abrigados no parque. O estudo foi do tipo observacional
transversal realizado através da analise de um banco de amostras bioldgicas (ectoparasitos,
sangue e soro) coletadas entre os anos de 2015 a 2018. Foram encontrados espécimes de
pulgas (Ctenocephalides felis felis e C. canis) e piolhos (Felicola subrostratus) e, foram
detectadas infeccbes por Cytauxzoon felis, Trypanosoma evansi, Anaplasma platys e
micoplasmas  hemotrépicos  (Mycoplasma  haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ ¢ ‘Candidatus Mycoplasma turicensis. As amostras foram negativas para 0s
primers utilizados para deteccdo de Ehrlichia canis e Anaplasma phagocytophilum. A
soroprevaléncia para  T. gondii foi de 19,6% no teste RIFI e 21% no ELISA. Os resultados
apontam que a circulacdo de agentes transmitidos por vetores ocorre nos gatos do PQMARG,
assim como os dados de soroprevaléncia para T. gondii podem servir como indicador da
contaminagdo ambiental por este agente de importancia em saide pablica. O papel dos felinos
na epidemiologia de patdgenos transmitidos por vetores ainda permanece com muitas lacunas
e, portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar se estes animais podem exercer alguma
pressdo na cadeia de transmissdo destes agentes, principalmente os de importancia na saude
humana.

Palavras-chave: felinos; hemoparasitose; toxoplasmose; parque urbano; zoonose



ABSTRACT

The increase in the population of stray and feral cats (Felis silvestris catus) in urban areas can
lead to a major problem for animal, environmental and human health. It is known that the
Américo Renné Giannetti Municipal Park (PqMARG) located in the central region of Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil is an important green area of the city as it houses several
species of wild animals and receives a large number of visitors. The place is also home to
domestic animals, such as cats, which are socially organized in colonies and so far, there is no
information on the health status of these animals in relation to parasitic agents such as vector-
borne pathogens and Toxoplasma gondii. The main objective of this work is the detection of
hemoprotozoa of the order Piroplasmida and Trypanosoma evansi, in addition to
hemobacteria of the Anaplasmataceae family and Mycoplasma spp. and to determine the
seroprevalence of Toxoplasma gondii in cats housed in the park. The study was a cross-
sectional observational study carried out through the analysis of a bank of biological samples
(ectoparasites, blood and serum) collected between the years 2015 to 2018. Specimens of
fleas (Ctenocephalides felis felis and C. canis) and lice (Felicola subrostratus) were found
and infections by Cytauxzoon felis, Trypanosoma evansi, Anaplasma platys and hemotropic
mycoplasmas (Mycoplasma haemofelis, 'Candidatus Mycoplasma haemominutum and
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’) were detected. The samples were negative for the
primers used to detect Ehrlichia canis and Anaplasma phagocytophilum. The seroprevalence
for T. gondii was 19,6% using IFA and 21% using ELISA. The results show that the
circulation of agents transmitted by vectors occurs in cats from PgQMARG, as well as
seroprevalence data for T. gondii can serve as an indicator of environmental contamination by
this agent of public health importance. The role of felines in the epidemiology of vector-
borne-diseases still has many gaps and, therefore, further studies are needed to elucidate
whether these animals can exert any pressure on the transmission chain of agents, especially
those of human health importance.

Keywords: felines; hemoparasitosis; toxoplasmosis; urban park; zoonosis
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1. INTRODUCAO

1.1. Organizacéo social do gato doméstico e impactos de sua superpopulacdo em
ambientes urbanos

O gato doméstico (Felis silvestris catus) - Mammalia, Felidae - tem se tornado o
animal de estimacdo mais comum na atualidade, como é o caso dos EUA (Estados Unidos da
América) e de diversos paises da Unido Europeia, nos quais o nimero de gatos atingiu
aproximadamente 77,4 milhdes em comparacdo aos 68,5 milhdes de cées no ano de 2019
(STATISTA, 2020).

No Brasil, os cées ainda representam o animal de estimacdo mais popular, com 54,2
milhdes, e gatos com uma populacdo de 23,9 milhdes. Porém, por se tratar de um animal
pequeno, de facil adaptacdo a ambientes menores, como apartamentos e que demonstram uma
maior independéncia e menores despesas para sua manutencdo, oS gatos representaram o
maior crescimento em aquisicdes pela populacao brasileira em 2018 (ABINPET, 2018).

Segundo a classificacdo proposta por Farnworth, Campbell & Adams (2011), os gatos
podem ser agrupados em trés categorias, de acordo com local, modo de vida e grau de
dependéncia em relacdo ao ser humano, sendo elas: gatos domésticos, a qual inclui gatos
domiciliados ou semi-domiciliados que estdo sob a responsabilidade de seus tutores, 0s quais
asseguram todas ou a maior parte de suas necessidades; gatos errantes que sao definidos como
animais que frequentam livremente areas urbanas ou rurais e que ainda mantém um vinculo
direto ou indireto com os seres humanos para o fornecimento de recursos (alimentos, abrigo,
protecdo), porém, ndo estdo necessariamente sob a responsabilidade destes. Em algumas
ocasides, estes animais também podem ser chamados de comunitarios. E por Gltimo, estdo os
gatos ferais caracterizados como gatos que vivem em seu estado selvagem e que néo
dependem de forma intencional dos humanos para suprir suas necessidades, sendo que a
maior parte de sua alimentacdo € garantida através da caga ou pela procura por restos de
alimentos.

Essa classificagdo pode ser dindmica entre os individuos, j& que ao longo da sua
existéncia os gatos podem sofrer alteracGes em seu estilo de vida, como por exemplo, um gato
anteriormente classificado como errante e que passou por um longo periodo em ambiente
selvagem e por isso passa a se caracterizar como um gato feral (CENTONZE, 2002).

A pratica do abandono na maioria das vezes impulsionada pela falta de conhecimento

acerca do comportamento felino, auséncia de uma cultura da posse responsavel, assim como a
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escassez ou ineficiéncia de politicas publicas consistentes de controle populacional animal
podem ser apontadas como as principais causas pela existéncia de animais errantes e ferais,
gue somados aos gatos domeéstico com acesso a rua, levam ao crescimento descontrolado da
populacdo felina, tanto em ambientes rurais como principalmente em areas urbanas
(LANDSBERG, 1996; GENARO, 2002).

O aumento dessa densidade populacional favorece o aparecimento das chamadas
“colonias de gatos”, as quais podem ser definidas como um grupo de gatos que se fundem em
torno de recursos oferecidos ou gerados pelo ser humano, como a presenca de lixo e areas de
alimentacdo (LEPCZYK et al., 2015). S&o de uma forma geral, compostas de trés ou mais
gatos adultos, geralmente fémeas, que defendem os recursos para sobrevivéncia e excluem
fémeas ndo relacionadas, e filhotes (SLATTER, 2005).

Apesar de poderem ser encontrados em diferentes tipos de habitats, como zonas rurais
e areas de mata, a permanéncia dos gatos em um local esta fortemente associada com as areas
urbanas, principalmente devido a oferta de recursos alimentares disponiveis (AGUILAR &
FARNWORTH, 2012). Dentro da zona urbana, gatos errantes podem ser encontrados nos
mais diversos locais, como parques publicos, hospitais, escolas, zooldgicos e outras
instituicOes, sendo que séo escassos 0s estudos acerca dos potenciais impactos da existéncia
de gatos errantes ou ferais em areas também frequentadas por humanos (TAETZSCH et al.,
2018).

Diante de todo o contexto apresentado, sabe-se que 0s gatos domésticos podem
albergar diversos patdgenos que, além de prejudicarem sua propria sadde, como 0s retrovirus
causadores da FIV (virus da imunodeficiéncia felina) e FeLV (virus da leucemia felina),
muitos sdo de carater zoondtico como a raiva, toxoplasmose e esporotricose (GERHOLD &
JESSUP, 2013; TAETZSCH et al., 2018; LAPPIN et al., 2019).

Gatos ndo domiciliados (errantes e ferais) representam o maior risco na transmisséo de
patdgenos para 0s seres humanos, uma vez que estes sdo privados de cuidados veterinarios
preventivos, como a vacinagdo e tratamentos com ectoparasiticidas (GERHOLD & JESSUP,
2013). Além disso, podem prejudicar a viabilidade da vida silvestre pela transmissdo de
patdgenos que possam ser letais a algumas espécies e também devido a predagdo da fauna
local (MEDINA et al., 2014).

O municipio de Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais (MG), Brasil, apresenta um
grande namero de parques publicos. O mais antigo deles é o Parque Municipal Américo
Renné Giannetti (PgMARG), inaugurado em 1897. Este se localiza na regido do hipercentro
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da cidade e compreende uma area de 180.000 m2. Sua importancia se déa pela presenga de uma
grande variedade de espécies da flora e fauna que podem ser encontradas no local e por
receber um grande fluxo de visitantes (MARTINS et al., 2005; SOARES et al., 2012; PBH,
2020;).

Além da fauna silvestre, animais domésticos como os gatos podem ser encontrados
com facilidade nas dependéncias do parque. A introdugdo destes animais se deu
provavelmente devido ao abandono pela populagdo (PBH, 2020) e que, devido a falta de
acOes de manejo, controle populacional e educacdo ambiental levou a um descontrole no
namero de gatos, sendo que recentemente, a existéncia de algumas col6nias foi estabelecida
(CARVALHO, 2018). A presenca de colonias de gatos favorece a dindmica da transmisséo de
patdgenos, seja pelo transito entre os gatos de uma mesma colénia ou pela interacdo entre
diferentes colénias (LEPCZYK et al., 2015).

Em relacdo a transmissdo de patdgenos entre gatos e o ser humano, esta pode ocorrer
devido a interagcOes diretas, como mordidas e arranhadura, ou indiretas, seja pela ingestdo
acidental de agentes patogénicos presentes no ambiente, como oocistos de Toxoplasma gondii
liberados nas fezes de gatos infectados e que podem permanecer viaveis no solo por longos
periodos, sendo uma importante fonte de infeccdo (LEPCZYK et al., 2015; TAETZSCH et
al., 2018), bem como através de vetores como como pulgas e carrapatos, com destaque para
0s hemopat6genos.

Embora os gatos domésticos possam ser expostos a estes ectoparasitos e aos patdgenos
que eles transmitem, o conhecimento sobre o papel dos gatos na epidemiologia ou ecologia de
patdgenos transmitidos por vetores ainda é limitado (PENNISI et al., 2015).

O aumento das populacGes de cées e gatos e sua coabitacdo com humanos tanto em
areas urbanas como rurais podem representar novas ameagas para a saude humana, sendo que
estes podem ser considerados como sentinelas em pesquisas que combinem o levantamento de
ectoparasitos e a triagem de patdgenos transmitidos por estes, podendo fornecer informacoes
relevantes sobre a pressao de potenciais infec¢bes para a populacdo humana em determinada
area (DANTAS-TORRES et al., 2012; BANETH, 2014; OTRANTO, 2018).

Na América Latina, estudos de campo publicados nas ultimas duas décadas e que tém
como foco as doengas transmitidas por vetores sugerem que, com excecao de Bartonella spp.
e hemoplasmas, infec¢es por Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp. possam ser

subdiagnosticadas em felinos, porém melhorias nas areas da vigilancia e de diagndsticos que
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levem a uma identificacdo criteriosa e confiavel ainda s&o necessarias (ANDRE et al., 2017;
RODRIGUEZ-MORALES et al., 2019).

1.2. O contexto do Parque Municipal Américo Renné Giannetti

O PgQMARG esté localizado na regido do hipercentro do municipio de Belo Horizonte, no
estado de Minas Gerais, Brasil, sendo considerada uma das areas de maior aglomeracdo
urbana do pais. Foi inaugurado em 26 de setembro de 1897, sendo considerado a area verde
mais antiga do municipio. Na época de sua inauguracdo, 0 parque possuia uma &rea de
600.000 m?, porém hoje, o local compreende uma area de 180.000 m?. E cercado por vias
movimentadas como a Avenida Afonso Pena, Avenida Assis Chateaubriand, Avenida dos
Andradas, Avenida Carandai, Rua da Bahia e Alameda Ezequiel Dias (MARTINS et al.,
2005; PBH, 2020) e se encontra proximo a chamada Area Hospitalar, ja que hospitais de
referéncia como o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) ,
Hospital Jodo XXIII, Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte localizam-se nas
redondezas.

Apresenta uma vegetacdo diversificada composta por espécies nativas e exoticas trazidas
de diversos paises na época de sua construcdo (SOARES et al., 2012) e é considerado um
importante refugio para a fauna, sendo que ja foram catalogadas mais de 70 espécies de
vertebrados, sendo as aves as de maior diversidade. Espécies de mamiferos silvestres como
gambéas (Didelphis sp.) e saguis (Callithrix sp.), répteis, anfibios e peixes também sdo
encontrados. Em relacéo aos invertebrados, o parque abriga aproximadamente 100 espécies de
borboletas e mariposas (SOARES et al, 2012; PBH, 2020).

Em relacdo aos gatos domésticos, no trabalho de Carvalho (2018) estimou-se uma
populacdo de 149 individuos no ano de 2016 e de 228 em 2017. A autora considera que este
aumento tenha se dado principalmente devido aos abandonos recorrentes pela populacédo
mesmo sendo uma prética considerada crime ambiental de acordo com Lei Ambiental Federal
n°® 9605/1998. O fornecimento de alimento aos animais pela populagdo e protetores de
animais, também é outro fator que favorece a permanéncia destes no local. A presenca de
alimentos pode levar a atracdo de roedores e outros animais sinantropicos, como pombos, 0
que pode aumentar a presenca de ectoparasitas nos gatos aumentando o risco de infecdo por
patdgenos de importancia tanto para a propria satde do animal, como para 0s seres humanos.
(LEPCZYK etal., 2015).
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Atualmente o parque conta com parcerias com a Secretaria de Satde de Belo Horizonte,
ONGs (Organizagfes ndo-governamentais) de causa animal e a Promotoria do Meio
Ambiente e outras instituicdes para a realizacdo de acGes de protecdo, adocdo responsavel e
controle da populagdo felina, feito através da esterilizagdo, sendo que foi preconizado a
estratégia do TNR (Trap-Neuter-Return) ou CED (Capturar- Esterilizar- Devolver) (PBH,
2020).

O TNR consiste na captura dos animais, que séo levados aos locais habilitados onde sdo
realizadas esterilizacdo destes por médicos veterinarios. Os animais podem também receber
vacinas, antiparasitarios e tratamento de lesGes que possam ser encontradas. Apds a
recuperacdo, 0s animais retornam ao seu local de origem, porém, existem programas que

disponibilizam para doacdo geralmente o0s gatos mais doceis e sociaveis (CENTONZE, 2002).

1.3. Ectoparasitos e hemopatdgenos em felinos domésticos
1.3.1. Ectoparasitos

Ectoparasitos como pulgas e carrapatos podem atuar como transmissores de patégenos
de importancia animal e zoonética, sendo que animais em situacdo de rua estdo mais
suscetiveis a infestacGes por ndo receberam cuidados veterinarios como um controle periodico
através de ectoparasiticidas (STALLIVIERE et al., 2009; SALANT et al., 2014; THOMAS et
al., 2016).

Além disso, infestacOes por ectoparasitos sdo causas comuns de dermatites parasitarias
gue podem causar desordens pruriginosas associadas a auto traumatismo e deixar o animal
suscetivel a infeccBes secundarias (KHUL, 1994). Em relacdo aos acaros, espécies como
Otodectes cynotis (causa de otopatias externas), Notoedres cati (sarna notoédrica) e
Lynxacarus radovskyi sdo consideradas as de maior importadncia em gatos. Quanto aos
piolhos, a espécie Felicola subrostratus é a mais comum em popula¢es de gatos, e séo
considerados espécie-especificos. (BOWMAN, et al., 2009)

Se tratando de gatos domésticos, a maioria dos estudos focam primeiramente nas
pulgas tanto pelo dano direto causado pela hematofagia, como anemia, deficiéncia de ferro em
animais muito debilitados, quanto pelo fato de estarem envolvidas na transmissdo de agentes
importantes do ponto de vista da saide humana como Bartonella spp. (doenca da arranhadura
do gato) e também de importancia veterinaria como Mycoplasma spp. hemotropicos,
(BOWMAN, 2009; LAPPIN et al., 2010).
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Gatos ndo domiciliados podem representar uma fonte valida para estudos de
prevaléncia de ectoparasitos, uma vez estes frequentam ambientes onde podem haver a
associacdo de atividades humanas e presenca de outros animais, como por exemplo 0s
parques publicos (THOMAS et al., 2016).

As espeécies de pulgas Ctenocephalides felis felis e Ctenocephalides canis sdo as mais
comuns, apresentando distribuicdo cosmopolita e registros em toda América Latina. Ambas
podem ser encontradas em uma mesma regido geografica, porém, a C. felis felis possui maior
importancia na transmissdo de patogenos tanto em cdes como em gatos (LINARDI &
SANTOS, 2012).

Em relacdo ao carrapatos, no Brasil, a principal espécie que ocorre em animais de
companhia e de maior importancia em cdes é o Riphicephalus sanguineus, o qual ndo possuli
0s gatos como hospedeiros preferenciais, sendo que esses funcionam geralmente como
hospedeiros acidentais do artropode (LABRUNA & PEREIRA, 2001). Os relatos da
infestacdo por essa espécie em gatos geralmente sdo esporadicos (FERREIRA et al., 2010;
MENDES-DE ALMEIDA et al., 2011; BRAGA et al., 2017). Silva et al. (2007) registraram
parasitismo por Amblyomma triste em um gato doméstico semi-domiciliado no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, estado no qual ja houve registro desta espécie também em cées a
animais silvestres.

Porém, para Thomas et al. (2016), a carga de carrapatos encontrada em gatos pode ser
subestimada, pois estagios imaturos (larva ou ninfa) podem passar despercebidos durante a
inspecdo do animal pela dificuldade de serem visualizados. Outros fatores que podem ser
levados em consideracdo é o habito de higienizacdo dos gatos que, ao se lamberem, podem
remover os ectoparasitos (SILVA et al., 2007).

1.3.2. Hemoprotozoarios
1.3.2.1. Ordem Piroplasmida

1.3.2.1.1. Cytauxzoon felis

Cytauxzoon felis Kier, 1979 € um protozoario hemoparasito pertencente ao filo
Apicomplexa, ordem Piroplasmida e responsavel por causar a cytauxzoonose, doenga
infecciosa emergente em gatos domésticos sendo altamente patogénico para estes animais ao

causar uma doenca de curso agudo que pode levar a morte em poucos dias (ALMOSNY &
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MASSARD, 2002; ZIEMAN et al., 2018). Todos os felideos sdo suscetiveis a infec¢do, sendo
que casos em animais néo felinos ainda ndo foram reportados na literatura (SHERRILL &
COHN, 2015).

Foi primeiramente descrito em gatos dos EUA por Wagner (1976), pais onde a doenca
possui 0 maior nimero de casos, especialmente em estados do sudeste e regido centro-sul.
Como os mecanismos de transmissdo do agente ja sdo conhecidos no pais, sabe-se que a
espécie Lynx rufus, conhecido como “bobcat” é o principal reservatério natural do patdgeno.
Em um trabalho realizado em 2011 foi encontrada uma prevaléncia de 79% de C. felis em
“bobcats” de vida livre do Missouri, EUA (SHOCK et al., 2011).

Porém, ja foram relatados gatos domésticos que sobreviveram a infec¢do natural por
este protozoario, nos quais se observou que a persisténcia do piroplasma nesses animais pode
perdurar por meses, anos ou até o final de suas vidas (MEINKOTH et al., 2000). Estudos
também ja& detectaram o protozoario através da PCR e em esfregagcos sanguineos de gatos
considerados assintomaticos. Tal fato pode indicar que estes animais além de hospedeiros
acidentais, também possam atuar como reservatdrios acidentais do patogeno (HABER et al.,
2007; BROWN et al., 2008).

A transmissdo na América do Norte ocorre principalmente por carrapatos das espécies
Amblyomma americanum e Dermacentor variabilis (BLOUIN et al., 1984; REICHARD et
al., 2009).

O carrapato vetor ingere eritrocitos infectados por merozoitos ao realizar o repasto
sanguineo no hospedeiro reservatério natural. Apos sofrer um processo de replicacdo sexual
no intestino (gametogénese), o parasito migra para a glandula salivar do carrapato através da
esporogonia, adquire a forma infectante de esporozoito, o qual serd inoculado em outro
hospedeiro durante alimentacdo do vetor. Nos hospedeiros vertebrados, 0s esporozoitos irdo
infectar celulas mononucleares, especialmente macrofagos, onde irdo sofrer replicagdo
assexuada originando os esquizontes (fase esquizogénica). Estes adquirem dimensdes tdo
grandes que sdo capazes de obstruir o limen dos vasos sanguineos onde se encontram,
principalmente aqueles presentes em oOrgdos como pulmdes, bago e figado, levando a
trombose parasitaria. Esta fase é a responsavel por causar a maior parte dos sinais clinicos
severos da doenca como a faléncia multipla dos 6rgdos e morte do animal em até trés semanas
(MEINKOTH & KOCAN, 2005; SNIDER et al., 2010; LLORET et al., 2015). Quando ocorre

0 rompimento dos esquizontes, h& liberacdo de um grande numero de merozoitos na
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circulacdo, os quais infectam eritrocitos e células mononucleares adicionais, causando um
quadro de anemia hemolitica (LLORET et al., 2015).

Casos de infeccdo por outras espécies de Cytauxzoon também ja foram descritos em
um lince iberiano (Lynx pardinus) e gatos domésticos na Espanha (MILLAN et al., 2007) e
em gatos domésticos na Italia (CARLI et al., 2012).

No Brasil, em 2007, houve o primeiro relato de infeccdo fatal por Cytauxzoon sp. em
um ledo (Panthera leo) mantido em um zooldgico no estado do Rio de Janeiro confirmado
através de histopatologia e microscopia eletrébnica. Uma onca pintada (Panthera onca) e um
gato-do-mato (Leopardus tigrinus) pertencentes ao mesmo zooldgico foram detectados por
PCR e a andlise molecular para fragmento do gene 18S rRNA mostrou 99% de similaridade
com Cytauxzoon felis (PEIXOTO et al., 2007). A deteccdo de DNA de Cytauxzoon sp em
outros felideos selvagens de cativeiro assintomaticos também ja foram relatados no pais
(ANDRE et al., 2009).

Em gatos domésticos, o primeiro relato de infeccdo natural pelo agente foi feito por
Maia et al. (2013) no municipio de Areal, RJ. Até o momento ndo se sabe qual vetor pode ser
0 responsavel pela transmissdo no pais, ja que os carrapatos sabidamente vetores ndo se
encontram em territorio brasileiro. Com isso, fica clara a necessidade de mais estudos que
possam trazer evidéncias mais concretas acerca de potenciais vetores e reservatérios naturais
de C. felis entre felinos selvagens e domésticos e dessa forma ajudar a elucidar a

epidemiologia da doenca no pais (ANDRE et al., 2009).

1.3.2.1.2. Babesia

Espécies de Babesia sdo parasitos apicomplexos, também pertencentes a ordem
Piroplasmida, transmitidos por carrapatos e capazes infectar uma enorme variedade de
hospedeiros incluindo mamiferos e aves, sendo que seres humanos sdo considerados
hospedeiros acidentais. S&0 protozoarios exclusivamente intraeritrocitarios, uma das
caracteristicas que as distinguem do Cytauxzoon. Morfologicamente, a fase de trofozoito,
além de merozoitos de pequenas babesias sdo indistinguiveis da forma intraeritrocitica de
Cytauxzoon felis (MEINKOTH & KOCAN, 2005; UILENBERG, 2006).

Sdo0 mantidas em circulacdo em determinado ambiente atraves de um sistema
complexo no qual séo envolvidos 0s vetores e reservatorios animais e, apesar de ainda ndo se

ter estabelecido o ciclo de vida completo para varias espécies de Babesia, os carrapatos da
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familia Ixodidae séo os Unicos vetores conhecidos. Mesmo para espécies com o ciclo de vida
conhecido, ainda existem diversas lacunas relacionadas a possiveis vetores ou hospedeiros
alternativos, protecdo cruzada entre infecgdes subsequentes com a mesma espécie ou por
espeécies intimamente relacionadas, capacidade dos carrapatos de servirem como reservatorios
na auséncia de hospedeiros vertebrados e a duracdo da infecciosidade da Babesia em
carrapatos vetores (YABSLEY & SHOCK, 2013).

A babesiose pode ser causada por diferentes espécies de Babesia sendo uma doenca
de distribuicdo mundial caracterizada pela destruicdo de eritrocitos e quadros de anemia. Em
geral, a babesiose felina é uma infeccédo clinica mais rara em comparagao com a canina, visto
que informagdes sobre manifestacdes clinicas ainda sdo escassas, além de diversificadas, com
a maiores dos sinais clinicos sendo inespecificos (SOLANO-GALLEGO & BANETH,
2011).

Casos clinicos de babesiose em gatos domésticos tém sido relatados mais
frequentemente na Africa do Sul, onde a infecgdo ¢ causada principalmente por Babesia felis,
uma pequena babesia que causa anemia e ictericia e pode acometer também felinos silvestres
(PENZHORN et al., 2004). Também na Africa do Sul, dois gatos foram diagnosticados com
Babesia lengau, a qual se associou o0 quadro de babesiose cerebral e hemolitica que os
animais apresentavam (BOSMAN et al., 2013). Em 2019, os mesmos autores relataram
infeccdo por uma provavel nova espécie de Babesia em gatos, com sintomatologia compativel
a babesiose (BOSMAN et al., 2019). Relatos esporadicos em outros paises também ja
ocorreram. Em lIsrael, houve a descricdo de uma grande Babesia a qual sugere-se que seja
uma subespécie da Babesia canis e foi nomeada como Babesia canis presentii (BANETH et
al., 2004). Na Tailandia, gatos errantes foram detectados com Babesia sp. com similaridade
para Babesia vogeli (SIMKING et al., 2010).

No Brasil, a B. vogeli é o principal agente etioldgico da babesiose canina. O carrapato
Rhipicephalus sanguineus sensu lato é o vetor desse hemoprotozoario no pais (PASSOS et al.,
2005). Apesar dos poucos relatos de babesiose felina no Brasil, André et al., (2014)
detectaram, pela primeira vez em gatos domésticos presentes em um zooldgico, amostras
positivas para Babesia sp. com DNA similar a B. vogeli. Outro relato semelhante foi descrito
na regido sul do pais (MALHEIROS et al., 2016). Ainda ndo se conhece no Brasil potenciais
vetores responsaveis pela transmissio de Babesia spp. em gatos (ANDRE et al., 2014).
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1.3.2.2. Trypanosoma evansi

Trypanosoma evansi € um protozoario pertencente ao filo Sarcomastigophora, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. E um dos agentes da tripanossomose, uma doenca
com ampla distribuicio na Africa, Asia e América Latina (BRUN et al., 1998). Apresenta
uma ampla diversidade de hospedeiros suscetiveis a infeccao, fato que levanta hipdteses sobre
0 potencial zoonotico deste protozoario (MISRA et al., 2016).

Os efeitos da infeccdo por T. evansi podem ser variaveis e dependem principalmente
do hospedeiro envolvido e da &rea geografica, o que faz com que a tripanossomose, além de
ser uma doenca multiespécie, também seja polimorfica.(DESQUESNES et al., 2013)

A principal forma de transmissdo ocorre mecanicamente através da picada de dipteros
hematofagos (tabanideos e Stomoxys). A transmissdo por via oral também pode ocorrer, sendo
um mecanismo importante para animais carnivoros, ja que estes podem adquirir T. evansi ao
se alimentarem de presas infectadas. Cées e gatos que vivem em fazendas ou proximidade
com matadouros podem contrair 0 protozoario ao ingerir carne, sangue ou visceras
provenientes de animais infectados abatidos (DESQUESNESS et al., 2013).

Morcegos hematdéfagos foram reconhecidos como vetores biolégicos de T. evansi,
sendo uma importante forma de transmissdo na América Latina. Estes quirépteros podem
adquirir a infeccdo por via oral ao se alimentarem em outros vertebrados (mais comumente
cavalos e bovinos) contaminados. Os individuos que ndo sucumbem a infec¢do passam a ter o
protozoario se multiplicando na corrente sanguinea, sendo que estes podem também ser
encontrados na saliva de morcegos cronicamente infectados. Assim, esses animais podem
transmitir o agente para outros morcegos da colbnia através de mordidas, o que torna estes
animais além de vetores bioldgicos, hospedeiros reservatorios de T. evansi (HOARE, 1965;
DESQUESNES, 2004).

No Brasil, a regido do Pantanal é uma &rea endémica para T. evansi, infectando
principalmente equinos, causando doenga conhecida como “Mal das Cadeiras” ou “Surra”
devido a sua sintomatologia nervosa caracterizada pela paresia de membros posteriores
Animais silvestres, como quatis (Nasua nasua) e capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) sao
considerados reservatorios (HERRERA et al, 2004).

Em Minas Gerais, no Parque Municipal das Mangabeiras, localizado na cidade de

Belo Horizonte, quatis ja foram detectados como portadores de T. evansi (ESTEVAM et al.,
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2020) e mesmo o estado ndo sendo endémico para o agente, equinos também j& foram
encontrados infectados (NUNES et al., 2012)

Apesar de animais domésticos como cées e gatos poderem ser suscetiveis a infegéo,
pouco se sabe sobre o papel que estes possam desempenhar na epidemiologia do T. evansi.
Segundo Desquesness (2004), cdes poderiam atuar como animais sentinelas e / ou reservatorio
peridoméstico para T. evansi.

Em gatos, relatos de infec¢éo natural por T. evansi sdo extremamente raros, sendo que
a maioria dos estudos sdo trabalhos experimentais e levantamentos soroldgicos
(CHOUDHURY et al., 1972; DA SILVA et al., 2010; MATOS et al., 2018). Segundo Raina
et al., (1985), a transmissdo em gatos pode até ser mais recorrente devido ao habito mais
agucado de caca desses animais (transmissdo oral), além da transmissao classica atraves da
picada de moscas hematofagas. Tarello (2005) identificou, em laminas de esfregaco de sangue
de trés gatos, tripomastigotas morfologicamente sugestivas de T. evansi, porém, tal resultado

ndo foi confirmado por outras técnicas mais sensiveis, como a biologia molecular.

1.3.3. Bactérias
1.3.3.1. Micoplasmas hemotrépicos

Micoplasmas hemotrdpicos, também conhecidos como hemoplasmas, sdo bactérias que
acometem os eritrocitos. De formato arredondado a alongado, estas se aderem, sem penetrar,
na superficie das células vermelhas do sangue, sendo agentes causadores de anemia infecciosa
em diversas espécies de mamiferos (CONRADO et al., 2015) inclusive em gatos, levando a
quadros de anemia hemolitica, conhecida também como anemia infecciosa felina (TASKER,
2010; BARKER, 2019).

Antigamente, as espécies de micoplasmas hemotropicos eram classificadas junto as
riquétsias, dentro da familia Anaplasmataceae incluindo Haemobartonella felis (reclassificada
como Mycoplasma haemofelis) e também espécies do género Eperythrozoon, porém,
suspeitava-se de que estas estavam mais relacionadas aos membros da classe Mollicutes ao se
basearem em caracteristicas fenotipicas como a falta de parasitismo intracelular, tamanho
reduzido, falta de parede celular, resisténcia a penicilina e seus andlogos e suscetibilidade a
tetraciclinas (MESSICK, 2004), além da suspeita da transmissdo através de artropodes e

inabilidade para crescimento in vitro (WILLI et al., 2010).
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Atualmente, ap0s estudos de analise molecular, estas bactérias foram reclassificadas como
pertencente a familia Mycoplasmaceae (RIKIHISA et al, 1997). As principais espécies que
acometem felinos sdo Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm) e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt), sendo a primeira
conhecida por ser a mais patogénica e responsavel pelos quadros de anemia hemolitica. Além
destas, ja houve relatos de gatos infectados por uma espécie similar a um hemoplasma canino,
denominado ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’, o que leva a sugerir que felinos
podem ser acometidos por diversas espécies (SYKES et al., 2007).

Acredita-se que a transmissdo ocorra através de ectoparasitos, sendo que as pulgas sao as
principais incriminadas, principalmente a espécie C. felis, porém, a transmisséo horizontal por
contato direto também pode ocorrer. De acordo com Tasker, (2010), prevaléncias elevadas de
micoplasmas felinos sdo comumente relatadas em gatos machos adultos com acesso a rua,
sendo estas varidveis apontadas como de risco, pois, por serem animais territariolistas ha
maior oportunidade desses animais se envolverem em brigas intraespecificas, levando o
animal a se infectar através do contato direto devido as lesGes causadas por mordidas e
arranhdes. Transmissdo via transfusdo sanguinea ja foi reportada (WILLI et al., 2006) assim
como a transmissdo vertical da mae aos filhotes via transplacentéria ou através da lactacao
(TASKER, 2010).

Outros mecanismos de transmissao também vém sendo investigados, como através da
hematofagia de mosquitos do género Aedes, porém os resultados obtidos ndo séo suficientes
para sugerir que possa ocorrer transmissao bioldgica através desse modelo (REAGAN et al.,
2017).

Todas as trés espécies ja foram descritas em todo o mundo, seja como infec¢des isoladas
ou concomitantes, e com prevaléncias variaveis de acordo com a regido geogréafica
(BARKER, 2019). Na maioria dos estudos de prevaléncia, a espécie CMhm tem sido a mais
encontrada em trabalhos nos EUA, Europa (WILLI et al., 2006; SYKES et al., 2008;
SILAGHI et al., 2014) e também no Brasil (SANTOS, 2008; BRAGA et al., 2012; ANDRE et
al., 2014; AQUINO et al., 2014)

A patogenicidade da doenga pode variar entre as especies e, mesmo dentro das espécies,
pode variar entre as cepas (TASKER, 2010; BARKER, 2019). Apesar da Mhf ser considerada
a mais patogénica para felinos, ja foi relatado que a coinfecgcdo entre CMhm e MHF e também
a presenca de FIV ou FeLV podem agravar os sinais clinicos (WESTFALL et al., 2001,
GEORGE et al., 2002)
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Gatos que sobrevivem a fase aguda da doenga podem se tornar portadores crénicos. Esta
condicdo pode se estender por toda a vida do animal, porém, em alguns individuos, apos
tratamento com antibidticos ou até mesmo de forma espontanea, ha eliminacao do patégeno,
resultando em uma aparente eliminacéo da infeccdo (TASKER, 2010).

Por serem microrganismos fastidiosos, as tentativas de cultivo in vitro destes patégenos
nunca obteve sucesso (BIONDO et al., 2009), por isso, as técnicas moleculares PCR vem
sendo empregadas com bastante sucesso na identificacdo de animais infectados (MESSICK,
2004).

O diagnostico citolégico apresenta baixa sensibilidade, j& que precipitados de corante,
corpusculo de Howell-Jolly e artefatos podem ser facilmente confundidos gerando resultados
falso-positivos. Além disso, a presenca de anticoagulantes como EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid) e heparina tem sido apontados por causar o desprendimento do hemoplasma
dos eritrocitos com o passar do tempo (TASKER et al., 2003; TASKER, 2010).

Do ponto de vista zoonético, embora acredite-se que a maioria das espécies de
Mycoplasma sejam espécie- especificas, ja foi relatado no Brasil a infeccdo por M. haemofelis
em um paciente humano HIV positivo (DOS SANTOS et al., 2008).

1.3.3.2. Familia Anaplasmataceae

Espécies dos géneros Anaplasma e Ehrlichia sdo bactérias coccoides intracelulares
obrigatorias pertencentes a familia Anaplasmataceae e ordem Rickettsiales e estdo entre os
agentes transmitidos por vetores mais importantes por serem capazes de infectar uma grande
variedade de animais domésticos e selvagens e também o ser humano por todo o mundo
(ALLISON & LITTLE, 2013). S&o organismos intravacuolares pleomorficos que se replicam
em celulas hematopoiéticas e podem se apresentar como inclusbes citoplasmaticas em
diferentes formas: corpos elementares (0.2- 0.4 um de didmetro), corpos reticulares e moérulas
(acima de 2- 6um de diametro) (PENNISI et al., 2017).

Todos os patdgenos riquetsiais necessitam de um vetor para gque seja mantida a
transmissdo no ambiente assim como a infeccdo de novos hospedeiros. Carrapatos séo
apontados como 0s vetores mais comuns e importantes, embora transmissdo através de
transfusdes sanguineas e por fomites contaminados com sangue de individuos infectados
também ja foram relatados (LITTLE, 2010; ALLISON & LITTLE, 2013).
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1.3.3.2.1. Ehrlichia spp.

As espécies de Ehrlichia como Ehrlichia canis e Ehrlichia chaffeensis realizam sua
multiplicacdo em células como monadcitos, macréfagos e linfécitos, enquando que a Ehrlichia
ewingii acomete neutrofilos e eosindfilos (ALLISON & LITTLE, 2013).

Embora ja descritas em outras regides (NDIP et al, 2005; YU et al., 2008), E.
chaffeensis possui maior importancia no sul e leste dos EUA, assim como a E. ewingii, e na
Califdérnia. Nessas regides E. chaffeensis, além de infectar cées, é a responsavel por causar a
Ehrliquiose Monocitica Humana (EMH). Possui como vetor primario Amblyomma
americanum e Dermacentor variabilis em menor grau, embora também existam relatos de
gue R. sanguineus poderia ser secundario na transmisséo desta e também de E. ewingii, a qual
também é transmitida primariamente pelo A. americanum (GUTIERREZ et al., 2008; NDIP et
al., 2010). Em locais de ocorréncia da doenca, o cervo-da-cauda-branca (Odoicoleus
virginianus) tem sido incriminado como o principal reservatorio da bactéria no ambiente
(YABSLEY et al., 2002). No Brasil, ja foi relatado em cervos-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) infeccdo por E. chafeensis (MACHADO, 2006), assim como em um veado-
catingueiro (Mazama gouazoubira) (SILVEIRA et al., 2012).

Ehrlichia ewingii é responsavel por causar a Ehrliquiose Granulocitotropica Canina
(EGC) e ja foi relatada em seres humanos 0s quais, assim como os cées, sdo apontados como
hospedeiros acidentais. Da mesma forma que E. chaffeensis, o cervo-da-cauda-branca também
é considerado seu hospedeiro reservatorio (COCAYNE & COHN, 2015).

No Brasil a principal espécie é E. canis, que apresenta distribuicdo cosmopolita e é a
principal envolvida nos casos de Ehrliquiose Monocitica Canina (EMC). A transmissao
ocorre principalmente pelo R. sanguineus (MACIEIRA et al., 2005; COSTA JUNIOR et al.,
2007).

Os cées sdo considerados 0s principais reservatorios e 0s estagios imaturos do
carrapato se infectam ao se alimentarem em um cdo em riquetsemia, sendo que estes
permanecem infectados por todo seu ciclo de vida devido a transmissdo transestadial
(LITTLE, 2010).

A variedade de Ehrlichia spp., que infecta cées, juntamente com as variacOes
documentadas em relacdo a patogenicidade de diferentes cepas de E. canis, resulta em um
amplo espectro de manifestag0es da doenca que pode variar de clinicamente inaparente a

grave, sendo que os animais podem devenvolver forma aguda ou crénica da doenga. Tal
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quadro pode ainde ser influenciado por fatores inerentes ao animais, como racga, idade, sexo,
resposta imunologica, infecgdes preexistentes e também pela quantidade de patégeno
inoculado durante a alimentacdo do carrapato (NEER et al., 2006). Os sinais clinicos mais
frequentes sdo febre, letargia, anorexia podendo ser acompanhados de espleneomegalia,
linfadenopatia, hemorragias, lesdes oculares e mialgia (LITTLE, 2010).

Do ponto de vista de saude publica, Perez et al. (2006), detectaram DNA de E. canis
em seis pacientes humanos na Venezuela que apresentaram sinais clinicos compativeis com a
doenca. No Brasil, Diniz et al., (2007) detectaram em cdes naturalmente infectados, uma cepa
de E. canis geneticamente idéntica aquela encontrada nos pacientes humanos na Venezuela,
destacando o potencial zoon6tico desta espécie.

Em felinos existem alguns relatos de deteccdo molecular de DNA Ehrlichia sp. com
alta similaridade genética com E. canis (BREITSCHWERDT, et al., 2002; BRAGA et al.,
2012; ANDRE et al., 2015; MAIA et al., 2015) apesar de dados sobre a patogenia, assim
como de potenciais formas de transmisséo e epidemiologia da infecdo, ainda sejam escassos
nesses animais (PENNISI et al., 2017).

1.3.3.2.2. Anaplasma spp.

As principais representantes deste género de importancia para carnivoros sdo as
espécies Anaplasma platys e Anaplasma phagocytophilum.

Anaplasma platys se replica em plaquetas maduras e é o agente da Anaplasmose
Trombocitotropica também conhecida como Trombocitopenia Ciclica Canina, a qual é
comumente relatada em cées de todo o mundo (DUMLER et al., 2001; SAINZ et al, 2015).

Acredita-se que a transmissdo ocorra por meio de carrapatos R. sanguineus, ja que o
agente € mais frequentemente identificado em areas onde a E. canis é comum em cées, como
no sul dos EUA e, Snellgroove et al. (2020) conseguiram demonstrar a capacidade de R.
sanguineus sensu stricto na transmissdo do agente. A doenca causada somente pela infecgédo
por A. platys é apontada por ser relativamente branda, mas a coinfec¢cdo com outros agentes,
incluindo E. canis, pode resultar em sinais clinicos mais graves (HARVEY, 2006; GAUNT et
al., 2010). Em gatos domésticos, a infecgdo por A. platys tem sido reportada mesmo de forma
esporadica (SALAKUJ et al., 2012; QUROLLO et al., 2014; ZOBBA et al., 2015).

No Brasil, Santarém et al., (2005) relataram pela primeira vez a presenca de inclusées

plaquetaria semelhantes a morulas de A. platys em um gato domiciliado que apresentava
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quadro clinico de anemia normocitica normocrémica. A primeira descricdo da deteccdo
molecular da espécie em um gato domiciliado naturalmente infectado ocorreu no estado de
Pernambuco (LIMA et al., 2010) e o relato de gatos infectados pelo patdgeno, mas que nao
apresentavam alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas, levou a hipotese de que estes
animais poderiam atuar como potenciais reservatdrios assintoméaticos (CORREA et al., 2011).
Em outro levantamento mais recente, também foi detectado de forma molecular, gatos
positivos para o0 agente (PINTO et al., 2018).

O relato da detec¢do por PCR da bactéria em dois seres humanos com historico de
exposicdo prévia ao R. sanguineus na Venezuela e a visualizagdo de inclusbes plaquetaria
basofilicas em plaquetas durante exame de hematoscOpio levam a sugerir o potencial
zoonotico da A. platys (ARRAGA-ALVARADO et al., 2014).

Anaplasma phagocytophilum tem preferéncia pelos neutréfilos e eosinéfilos e é o
agente da Anaplasmose Granulocitica em animais e humanos. Possui maior importancia no
hemisfério norte uma vez que sua ocorréncia esta associada a presencga dos principais vetores
que sdo os carrapatos do complexo Ixodes persulcatus (Ixodes scapularis, Ixodes pacificus e
Ixodes ricinus) (LITTLE, 2010). Pequenos mamiferos, como roedores e o cervo-da-cauda-
branca, sdo considerados os principais reservatérios. Em cées, a doenca esta associada a
trombocitopenia, linfopenia e anemia discreta (DINIZ & BREITSCHWERDT, 2015).

Em relacdo a infecdo em seres humanos, casos séo relatados nos EUA e em paises da
Europa e da Asia também foram confirmados (DINIZ & BREITSCHWERDT, 2015). A
doenca aparentemente parece ter curso auto-limitante e 0s sintomas podem compreender
febre, mal-estar, cefaleia e mialgia e alteragbes como trombocitopenia discreta também
podem ser encontradas. Além disso, variantes genéticas de A. phagocytophilum néo
associadas a doencas ja foram descritas (COURTNEY et al., 2004).

No Brasil, A. phagocytophilum ja foi descrito em carrapatos das espécies Amblyomma
cajennense e R. sanguineus coletados de cdes domésticos (SANTOS et al., 2013). Silveira et
al., (2015) relataram um caso de coinfeccdo por A. phagocytophilum e E. canis em um céo
gue possuia historico de parasitismo recente por R. sanguineus em Belo Horiozonte, MG,
regido considerada endémica para esta especie de carrapato. Outros relatos de deteccdo
molecular para A. phagocytophilum em outros cdes ja foram descritos na mesma localidade
(SILVEIRA et al., 2017).

A suscetibilidade de gatos ao agente foi descrita através de um estudo experimental e

inquéritos soroldgicos geralmente detectam gatos domésticos positivos em regiGes endémicas
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para o Ixodes spp (LAPPIN & BREITSCHWERDT, 2015). No Brasil, genotipos intimamente
relacionados para A. phagocytophilum j& foram relatados em gatos domésticos e felinos
selvagens de cativeiro (ANDRE et al., 2012; ANDRE et al., 2014; PINTO et al., 2018).

1.4. Toxoplasma gondii
1.4.1. Biologia e Transmissao

Toxoplasma gondii é um dos parasitos mais estudados em todo mundo devido a sua
importancia médica e veterinaria. E parasito intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa e ordem Eucoccidiida. Possui distribuicdo mundial, sendo que todos os animais
homeotérmicos incluindo os seres humanos podem se comportar como hospedeiros
intermediario (HILL et al., 2005).

Animais da familia Felidae, como os felinos silvestres e domésticos, tém grande
importancia no ciclo de vida deste parasito, devido ao fato de serem o0s Unicos capazes de se
comportarem como hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 2004).

Sdo conhecidas trés formas infectantes do T. gondii: esporozoitos (em oocistos),
bradizoitos (em cistos teciduais) e taquizoitos (HILL et al., 2005). As duas principais rotas de
transmissdo do T. gondii compreendem a ingestdo de alimentos (frutas e hortalicas) e agua
contaminados pelos oocistos que sdo eliminados nas fezes de felinos, ou pela ingestdo de
cistos teciduais viaveis encontrados em carnes cruas ou malcozidas (CANON-FRANCO et
al., 2013). A principal fonte de contaminag&o nos grandes surtos de toxoplasmose descritos na
literatura em seres humanos é a agua contaminada com fezes de felinos (MOURA et al., 2006;
MINUZZI et al., 2020).

E no intestino dos felinos que a reproducio sexuada do parasito acontece levando a
formagéo dos oocistos, os quais sdo eliminados ainda nao esporulados. Apds a eliminagéo no
ambiente, e este apresentando condicGes favoraveis de temperatura, umidade e oxigenagéo,
levardo a esporulacdo dos oocistos que irdo adquirir sua forma infectante. Cada oocisto
esporulado contém dois esporocistos, com quatro esporozoitos em seu interior (ARAMINI et
al., 1999).

Tendo a transmissdo ocorrido no hospedeiro intermediario pela ingestdo acidental de
00cistos ou por cistos teciduais, a parede externa dessas estruturas é rompida atraves da acao
enzimatica e as formas infectantes de bradizoitos e esporozoitos, respectivamente, sdo

liberadas no limen intestinal e em seguida atingem as células do hospedeiro de forma
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sistémica e passam a se diferenciar assexuadamente em taquizoitos, que sdo conhecidos como
formas de multiplicacéo rapida do parasito. Esse periodo inicial da infec¢do caracteriza a fase
aguda da doenca. A agdo do sistema imune faz com que a multiplicacdo dos taquizoitos seja
interrompida e é a partir dai que sdo formados os cistos teciduais contendo as formas de
bradizoitos, conhecidos como formas de replicacdo lenta do parasito e a infeccdo atinge sua
fase crbnica. Os cistos teciduais possuem predilecdo pela musculatura esquelética, cardiaca,
sistema nervoso central e tecido ocular. A transmissdo por outras vias como transplantes de
orgdos, ingestdo de leite cru e acidentes em laboratérios também ja foram reportadas
(TENTER et al., 2000; GROSS et al., 2004).

Geralmente a doenca é assintomaética, porém, tem grande importancia para mulheres
gestantes, pois pode causar diversas sequelas ao feto devido a transmissdo de taquizoitos pela
via transplacentaria, e para pessoas imunocomprometidas, determinando manifestacdes
neuroldgicas (DUBEY, 2010).

Solos contaminados por ovos de helmintos ou cistos/oocistos de protozoarios sdo
reconhecidas como importantes fontes de infeccdo para animais e humanos (TORGERSON &
MACPHERSON, 2011). Tomando como exemplo os oocistos de T. gondii, apesar dos gatos
realizarem a eliminacdo dos oocistos por um curto periodo de tempo (7 a 20 dias), estes
podem permanecer vidveis no solo ou na agua por longos periodos, caso as condicdes
ambientais sejam adequadas (DABRITZ et al., 2007; SIMON et al., 2017).

Foi observado que gatos domésticos que vivem socialmente em grupos usualmente
defecam nas chamadas “latrinas”, ou seja, areas que foram estabelecidas pelos proprios
animais para realizarem a deposicéo de suas fezes, o que leva a uma grande concentragédo de
oocistos nestes locais e, portanto, a um maior risco de infec¢Bes para animais e humanos
(CORBETT, 1983).

Diversos estudos em areas urbanas demonstraram que locais considerados comuns
para defeccdo de gatos como parques, jardins, caixas de areia, parques infantis e areas
proximas a depositos de lixo, sdo frequentemente contaminados com oocisto de T. gondii
(LASS et al., 2009; DU et al., 2012).

1.4.2. Toxoplasmose felina

Em geral, a maioria das infec¢Bes por T. gondii em gatos ocorre no periodo po6s-natal,
sendo que o aumento da soropositividade de acordo com a idade do animal € a principal

evidéncia disto. Os anticorpos transferidos maternalmente comecam a decair a partir da 122
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semana de vida do gato, o que explicaria o fato de que anticorpos anti- T. gondii s&o
detectados na maioria dos gatos jovens ap6s 0 desmame, que acontece geralmente da 62 a 102
semana (DUBEY, 2010).

A contaminacdo de felinos ocorre, na maioria das vezes, pela ingestdo de cistos
teciduais e a transmissdo por oocistos parece ser improvavel (DUBEY, 2006). A transmissdo
congénita, apesar de rara, também pode acontecer (ELMORE et al., 2010).

A infeccdo em gatos geralmente € assintomatica. Gatos infectados congenitamente sao
mais suscetiveis a apresentarem sinais clinicos, assim como gatos adultos que apresentam
infecgBes concomitantes (virus da imunodeficiéncia felina - FIV; virus da leucemia felina -
FeLV) e/ou condi¢Bes imunossupressoras, sendo que casos de pneumonite fatal, anorexia,
vOmitos, paresia, sinais neuroldgicos, uveite, diarreia ja foram relatados em gatos
soropositivos para T. gondii (VOLLAIRE et al., 2005; DUBEY et al., 2020).

Embora acredita-se que a maioria dos gatos elimine oocistos uma vez na vida, estudos
de infeccdo experimental jA demonstraram que a re-excrecdao de oocistos pode ocorrer apos
aplicado um protocolo imunossupresssivo (MALMASI et al., 2009). Porém, mesmo que haja
a possibilidade, ainda ndo existem dados que confirmem que ocorra re-excrecdao de oocistos
em gatos naturalmente infectados (DUBEY, 2010). Coinfeccbes experimentais com
Cystoisospora felis podem alterar a resposta imune e permitir a re-excrecao de oocistos de T.
gondii em gatos na fase cronica da toxoplasmose (DUBEY et al., 2020).

Apesar da soroprevaléncia para T. gondii em gatos domésticos em todo o mundo ser
estimada em 30- 40%, além da regido geografica, outros fatores podem influenciar nas taxas
soropositividade, entre eles o estilo de vida do gato e até mesmo uma area especifica dentro
de um municipio, e por isso ndo devem ser generalizadas (DUBEY, 2010). Estudos com gatos
ferais e ndo domiciliados, por exemplo, podem apresentar maiores soroprevaléncias devido ao
habito de caca desses animais em relacdo a trabalhos com gatos domiciliados (AFONSO et al.
2006; DUBEY, 2010).

No Brasil, a diversidade entre as taxas de soroprevaléncia também foram reportadas.
No Maranhdo, amostras de gatos domiciliados com acesso a rua apresentaram uma alta
soroprevaléncia (50,5%) (BRAGA et al., 2012). Em Fernando de Noronha, a soroprevaléncia
em gatos errantes foi de 59,3% (COSTA et al., 2012). Porém, em S&o Paulo e Rio de Janeiro,
estudos realizados com gatos errantes ou de abrigos, apresentaram resultados de
soroprevaléncia consideradas baixas, variando entre 15,7% a 20,3% (COELHO et al., 2011,
SOBRINHO et al., 2012; CARDIA et al., 2013; BOLAIS et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido ao fato do PQMARG receber um grande contingente de visitantes que utilizam
o local como forma de lazer, principalmente pela sua localizacdo, centralizada em uma das
maiores aglomeragOes urbanas da capital Belo Horizonte, MG, o estudo sobre a condigéo
sanitéria das col6nias de gatos existentes no local através do levantamento de patdgenos que
possam configurar em problemas tanto para o animal como também para seres humanos, pode
representar o primeiro passo para o entendimento da dimens&o e representividade dos achados
laboratoriais em relagdo aos potenciais riscos a salde coletiva.

Assim, esses animais podem servir como indicadores sentinelas para a circulagdo de
patdgenos, especialmente aqueles transmitidos por vetores, uma vez que pouco se sabe sobre
as espécies de hemopatdgenos circulantes nesses felinos, principalmente do ponto de vista do
significado epidemioldgico destes animais no ciclo de transmisséo destes agentes.

Em relagdo ao Toxoplasma gondii, 0 grande sucesso da viabilidade dos oocistos no solo
e na agua representa uma importante fonte de infeccdo para outros animais e seres humanos,
sendo que o monitoramento da ocorréncia da toxoplasmose felina, principalmente através de
estudos de soroprevaléncia em locais como parques publicos onde hé a coexisténcia desses
animais, fauna silvestre e ser humano, sdo importantes para elucidar sobre a dinamica do ciclo

da parasitose em determinado ambiente.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Detectar hemopatdgenos transmitidos por vetores em amostras de sangue e definir a
soroprevaléncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em gatos comunitarios do Parque
Municipal Américo Renné Giannetti (PqMARG) coletadas nos anos de 2015 a 2018

3.2. Objetivos Especificos

- Identificar os ectoparasitos coletados;

- Pesquisar hemopatogenos em laminas de esfregacos de sangue;

- Realizar a triagem através de métodos moleculares para pesquisa de hemoprotozoarios da
ordem Piroplasmida e bactérias da familia Anaplasmataceae e do género Mycoplasma em

amostras de DNA de sangue;

- Detectar molecularmente, hemoprotozoarios das espécies Cytauxzoon felis, Trypanosoma
evansi e bactérias das espécies Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Anaplasma
phagocytophilum, Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e

‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ em amostras de DNA de sangue.

- Determinar a soroprevaléncia da infeccdo por T. gondii em amostras de soros de gatos
através da RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta) e ELISA (Enzyme-linked

Immunosorbent Assay);

- Verificar a concordancia entre as técnicas de RIFI e ELISA,

- Determinar a avidez de anticorpos da classe IgG anti- T. gondii em amostras soroldgicas
reagentes no ELISA;

- Determinar a frequéncia e verificar existéncia de associa¢do entre os resultados qualitativos

dos testes diagnosticos realizados de acordo com as variaveis nos gatos do PQMARG.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho encontra-se inserido no projeto "Manejo de gatos comunitarios no
municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais", iniciado em 2016 em parceria com o Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) da Prefeitura de Belo Horizonte (PBH) e a UFMG. O projeto
esta aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo
n® 185/2016 (Anexo 1) e cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) cadastro AAD865B.

Este trabalho foi realizado junto a execucdo das acbes de vigilancia da raiva nos
limites do PQMARG) em um projeto ja vigente no municipio de Belo Horizonte desde 2014
denominado "Acdes de vigilancia e controle da raiva no Parque Municipal Américo Renné
Giannetti, Belo Horizonte", coordenado pela Geréncia de Controle de Zoonoses (GERCZO)
da Secretaria Municipal da Saude (SMSA) da PBH, o qual prevé o controle populacional de
caes e gatos errantes através da estratégia do tipo TNR.

O termo de parceria entre a UFMG e Secretaria Municipal de Saude/ Geréncia de

Controle de Zoonoses da Prefeitura de Belo Horizonte pode ser consultado no Anexo 2.

4.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo do tipo epidemioldgico transversal analitico realizado através
da analise de um banco de amostras biologicas coletadas (ectoparasitos, esfregacos
sanguineos, sangue e soro) dos gatos comunitarios do PQMARG capturados durante o periodo
de dezembro de 2015 a janeiro de 2018, considerando dados da popula¢do amostrada como

sexo, faixa etaria, local de captura e presenca de ectoparasitos.

4.2. Area do estudo

O Parque Municipal Américo Renné Giannetti esta localizado na regido centro-sul da
cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (S 19°55'37" W 43°56'42") (Figura 1), a qual
é considerada a de maior adensamento populacional do municipio (PBH, 2020). As amostras
analisadas foram provenientes de gatos capturados em diferentes pontos de captura, 0s quais
foram anteriormente nomeados no trabalho de Carvalho (2018) como: Academia,

Administracdo, Afonso Pena, Brinquedos, Carandai, Coreto, Ezequiel Dias, Guarda
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Municipal, Hemominas, IEMG (Instituto de Educacdo de Minas Gerais), Colégio Imaco,

Orquidério, Palacio das Artes e Teatro.

Figura 1. Localizacdo geografica do Parque Municipal Américo Renné Giannetti na cidade de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil.
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4.3. Captura, identificacdo e encaminhamento dos gatos ao Centro de Controle de
Z0o0onoses

Os gatos foram capturados todas as segundas-feiras no PQMARG, salvo em situacOes
impeditivas como ocorréncia de chuvas ou feriados, por uma equipe composta por cinco
Agentes de Combate a Endemias (ACEs) devidamente treinados para o manejo com felinos
domeésticos.

Foi realizada a busca ativa dos animais, e a forma de captura dependeu principalmente do
comportamento destes, sendo que, gatos ariscos e agressivos foram capturados em armadilhas
(gatoeiras) devidamente iscadas; gatos doceis ou doentes foram capturados diretamente com
as maos, com o auxilio de luvas de raspa para protecédo; e para gatos de comportamento daocil,
porém que se tornam ariscos em situacOes de estresse, foi utilizado o pugd. Gatos filhotes,

com idade estimada inferior ou igual a 4 meses ndo foram capturados, assim como animais
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feridos e /ou aparentemente doentes. Nestes casos, ONGs de prote¢do animal eram acionadas
para realizarem o recolhimento do animal para receber os devidos tratamentos veterinarios.
Depois de capturados, os gatos foram transportados em carro oficial da prefeitura até o
CCZ na regional Norte de Belo Horizonte em caixas de transporte apropriadas e individuais e
um formulario era preenchido com os dados de identificacdo do animal, como: data e local de
captura, sexo, faixa etaria (filhote, jovem ou adulto), condicdo corporal (magro, normal ou

obeso), porte do animal (pequeno, médio ou grande).

4.4, Coleta de amostras

Ao chegar ao CCZ, os animais foram mantidos no gatil com agua e racdo para gatos ad
libitum. Como forma de reduzir os riscos cirdrgicos, o animal foi mantido em jejum alimentar
por um periodo minimo de oito horas para a realizacdo do procedimento de esterilizacéo, o
qual foi realizado todas as tercas-feiras no periodo da manhd pela equipe de médicos
veterinarios. Apenas animais considerados saudaveis pelo exame clinico e fisico realizado
pela equipe de médicos veterinarios do local eram submetidos a esterilizagdo. O procedimento
anestésico, cirargico e poés-cirdrgico foi realizado de acordo com a rotina aplicada no CCZ
para esterilizacdo de gatos (Figura 2). Durante o procedimento, 0s animais também receberam
identificacdo permanente mediante aplicacdo de microchip na regido do dorso entre as
escapulas do animal, e pela marcacao de orelha, a qual é realizada por meio de um corte na
ponta da orelha direita para as fémeas e na orelha esquerda para 0os machos, seguindo-se
metodologia adaptada do protocolo Feral cat protocol- eartipping e do estudo de Reece,
Chawla & Hiby (2013) (CARVALHO, 2018).

Figura 2. Fluxo dos gatos capturados no Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, Minas Gerais.
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Apos a esterilizacdo, ainda sedados, os gatos foram encaminhados para uma sala anexa ao
centro cirargico, onde foi realizada a coleta de material biol6gico por médicos veterinarios
residentes de Saude Publica da Escola de Veterinaria (EV) da UFMG. Amostras de sangue
foram coletadas preferencialmente através da puncédo da veia jugular.

A coleta de sangue foi realizada mediante assepsia prévia do local com algodao embebido
em alcool 70% e utilizando-se agulhas de calibre adequado e seringas estéreis. Foi coletado
sangue total em tubo com EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) em um volume minimo
de 2 mL por animal. Para a obtencdo de soro, uma parte do sangue foi acondicionada em um
tubo sem anticoagulante. Apés formacao do coagulo, os tubos foram centrifugados e os soros
separados e aliquotados. As amostras foram mantidas congeladas a -20°C até seu
processamento.

Os animais foram inspecionados para verificar a presenca de ectoparasitos (pulgas,
piolhos e carrapatos). Os ectoparasitos coletados foram armazenados em microtubos contendo

alcool 70%.

4.5. Andlises laboratoriais
4.5.1. Locais de realizacdo das analises laboratoriais

As andlises laboratoriais referentes a pesquisa dos hemopatégenos foram realizadas no
Laboratério de Protozoologia Veterinaria (Protovet) e os testes soroldgicos para Toxoplasma
gondii no Laboratério de Toxoplasmose, ambos pertencentes ao Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncia Bioldgicas (ICB) da UFMG.

4.5.2. Andlises parasitoldgicas
45.2.1. Ildentificacdo dos ectoparasitos

Os ectoparasitos coletados e mantidos armazenados em microtubos contendo alcool 70%
foram primeiramente analisados em microscépio Olympus BX40 e microscopio
estereoscopico SZ40 (Olympus® Co., Japdo). Para a montagem das laminas dos
ectoparasitos, com a finalidade de visualizar estruturas internas e auxiliar na identificacdo das
espécies, foi utilizada a metodologia descrita por Linardi & Guimaraes (2000) seguindo-se as
etapas de diafanizagdo em Potassa 10% a frio, desidratacdo com alcool 70°, seguindo-se com

a substituicdo em escala crescente para alcool 80°, 90° e absoluto e clarificagdo com creosoto



44

de Faia. A identificacdo das pulgas foi realizada com o auxilio de chaves de identificacdo
proposta por Linardi e Guimaraes (2000) e os piolhos com a chave Tuff (1977).

45.2.2. Esfregagos sanguineos

Laminas de esfregaco sanguineo foram confeccionadas para a busca direta de
hemopatdgenos a partir das amostras de sangue venoso coletadas e que eram entregues ao
laboratério dentro do prazo de 24 horas. Apds a secagem das laminas em temperatura
ambiente, estas foram coradas com Panético Rapido (Laborclin®, Pinhais, PR, Brasil). A
leitura foi realizada em microscopio optico Olympus BX40, utilizando a objetiva de imerséo
(100X).

4.5.3. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

45.3.1. Extracdo e origem dos reagentes

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada com o “Wizard Genomic
DNA Purification Kit” (Promega®, Madison, Wisconsin, EUA), seguindo as recomendacdes
do fabricante para a extracdo de DNA a partir de 300 pL de sangue. Os oligonucleotideos
usados neste trabalho foram produzidos pela empresa Sintese Biotecnologia (Belo Horizonte,
MG, Brasil)

45.3.2. Amplificagdo do DNA

A partir das amostras com DNA devidamente extraidas foram realizadas PCRs que
poderiam ser do tipo:

- Convencional: Cytauxzoon felis, Ehrlichia canis, Micoplasmas hemotrdpicos,

Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus

Mycoplasma turicensis’;

- Nested-PCR: Piroplasmidas, Ehrlichia/ Anaplasma de granuldcitos e plaquetas,
Ehrlichia/ Anaplasma de agranulocitos, A. platys e A. phagocytophilum;

- Semi-nested-PCR: Trypanosoma evansi

As reacdes de amplificagcdo foram realizadas conforme os protocolos descritos para

cada um dos hemopatdgenos pesquisados utilizando os reagentes GoTaq® Green Master Mix
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(Promega ® Madison, Wisconsin, EUA) [Tampdo (pH 8.5); (400 uM dATP, dGTP, dCTP e
dTTP); 3 mM MgCl2], primers (iniciadores) forward + reverse, agua miliQ em qg.s.p. e DNA-
amostra para um volume final de 10pL (9uL Mix + 1uL DNA-amostra). Nas reac6es do tipo
nested ou semi-nested PCR, que sdo compostas por segunda reacdo, o volume final de 10uL
era composto por 9uL do Mix + 1L do produto obtido na primeira reagdo. As sequéncias dos
iniciadores utilizados, alvos, tamanho esperado dos fragmentos dos produtos de amplicon

assim como as referéncias utilizadas estdo descritos no quadro 1.
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Quadro 1. Iniciadores, alvos, tamanho do fragmento (em pares de base- pb) e referéncias na literatura utilizados
para as reacdes de PCR do tipo convencional, nested, semi-nested.

Produto

Ordem/Género/ Espécie Sequéncia (5" para 3") Iniciador Alvo (pb) Referéncia
Piroplasmida
CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGCCC RIB-19
12 reacdo GAATTCCTTGTTACGACTTCTC RIB-20 1700 Zahler et al., 2000
18S rRNA
ACCTCACCAGGTCCAGACAG BAB-rumF Silveira et al.,
223 reacéo GTACAAAGGGCAGGGACGTA BAB-rumR 430 2011
. CGAATCGCATTGCTTTATGCTCCAA Birkenheuer et
Cytauxzoon felis TTGATACTCCGGAAAGAG Cytaux F+R  [18S rRNA 284 al.. 2006
Trypanosoma evansi
1% reagdo GCACAGTATGCAACCAAAAA TelF ITS 280 Silveira et al
GTGGTCAACAGGGAGAAAAT TelR 2013 v
2% reagéo CATGTATGTGTTTCTATATG Te2F 219
Ehrlichia/Anaplasma de
Granuldcitos e Plaquetas
12 reacio CACATGCAAGTCGAACGGATTATTCTT GE3a 932 Massung et
¢ CCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC GE10r 16S rRNA al. 1998
28 . AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCTGGC GEOof 546
reagao AGTATTAAAAGCAGCTCCAGG GE2
Anaplasma platys
12 reagio AGTTTGATCATGGCTCAG 8-F .
CCATGGCGTGACGGGCAGTGT 1448-R Ramos et al.,
16S rRNA 2009
22 reacéo GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG PLATYS-F 678
TAGCACTCATCGTTTACAGC EHR16S-R
Anaplasma phagocytophilum
12 reagdo ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG MSP4AP5 849 De la Fuente et
TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG| MSP4AP3 msp4 al., 2005
CTATTGGYGGNGCYAGAGT msp4f
22 reacdo GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA msp4r 381 Bown et al., 2007
MSP2- 3F
Anaplasma phagocytophilum CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG MSP2-3R | msp2/p44 334 Zeidner et al.,

GCCCAGTAACATCATAAGC

2000
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Ehrlichia/Anaplasma de
Agranuldcitos

12 reacio ACGGACAATTGCTTATAGCCTTACAACT|NS16SCH1F 1195
¢ TTTATGGATTAGCTAAAT NS16SCHIR
Kawahara et al.,
16S rRNA 2009
2% reacio GGGCACGTAGGTGGACTAG NS16SCH2F 243
¢ CCTGTTAGGAGGGATACGAC NS16SCH2R
e CCATAAGCATAGCTGATAACCCTGTTAC| Ehr1401 F . Azhahianambi et
Ehrlichia canis TGGATAATAAAACCGTACTATGTATGCT| Ehr7soR | VI 31 al., 2018
Mycoplasma hemotropico ATACGGCCCATATTCCTACG HBTF 16S rRNA 618 Criado-Fornelio et
TGCTCCACCACTTGTTCA HBTR al., 2003
Mycoplasma haemofelis CGTGGAAACTAGAGCTTCGCGAGC | OH-OK | 16SrRNA 274 Watanabe et al.,
ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG | 00CB-rl 2008
“Candidatus Mycoplasma ATGCCCCTCTGTGGGGGATAGCCG | CA-B2f | 16SrRNA 202 | Watanabeetal,,
haemominutum ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG | 00CB-rl 2008
‘Candidatus Mycoplasma AGAGGCGAAGGCGAAAACT CMt-F 16S rDNA 138 Peters et al. 2008
turicensis’ CTACAACGCCGAAACACAAA CMt-R "

Amostras de DNA sabidamente positivas e negativas para o0s alvos analisados

foram utilizados como controles. Para controle negativo foi utilizada dgua mili-Q ultrapura

livie de DNAse e RNAse que acompanha o kit do reagente GoTag® Green Master Mix

(Promega®).

As PCRs foram realizadas em termociclador automatico Bio-Rad T100® Thermal

Cycler e as etapas dos programas, assim como as respectivas temperaturas de amplificacdo

das reacOes de nested, semi-nested e convencional, estdo descritas nos quadros 2 e 3,

respectivamente. Um fluxograma foi elaborado com a finalidade de facilitar a compreenséo

das reacOes de PCRs realizadas (Figura 3).
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Quadro 2. Programas utilizados para as rea¢des de amplificacdo do tipo nested, semi-nested PCR para os alvos pesquisados com as respectivas temperaturas de cada etapa

do ciclo e sua duracéo.

Piroplasmida / Ehrlichia/Anaplasma de
granulécitos e plaquetas ou de Anaplasma platys Trypanosoma evansi
Etapas agranulécitos/ A. phagocytophilum
12 e 22 Reagdo 12 Reag4o 22 Reacdo 1% Reacdo e 2% Reacao
Desnaturagc&o inicial 95°C (2') 95°C (5') 95°C (5" 94°C (%)
Desnaturagéo 94°C (30") 95°C (30") 95°C (30") 92°C (1)
Anelamento 55°C (30") 53°C (30" 55°C (30") 56°C (1)
Extensdo inicial 72°C (1) 72°C (1'30") 72°C (1'30") 72°C (1'30")
Ciclos 40x 34x 34x 30x
Extenséo final 72°C (5') 72°C (5 72°C (5" 72°C (8")
Hold 12°C (o) 10°C (o0) 10°C (o0) 10°C (0)

Quadro 3. Programas utilizados para as reagdes de PCR convencional para os alvos pesquisados com as respectivas temperaturas de cada etapa do ciclo e sua duragéo.

Miconlasmas Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus
Etapas Cytauxzoon felis h piasn ‘Candidatus Mycoplasma Mycoplasma Ehrlichia canis
emotropicos haemominutum’ turicensis’

Desnaturacéo inicial 95°C (5") 94°C (10" 94°C (5" 95°C (2') 94°C (4"
Desnaturacgao 95°C (45") 95°C (30") 94°C (45") 95°C (10") 94°C (30")
Anelamento 59°C (45") 60°C (30") 58°C (45") 58°C (30") 63° (30")
Extensao inicial 72°C (1) 72°C (30") 72°C (45™) 72°C (30") 72°C (30")

Ciclos 40x 39X 35X 30x 35X
Extens&o final 72°C (5") 72°C (10" 72°C (5") 72°C (5" 72°C (2)
Hold 8°C () 10°C (o) 8°C (o) 8°C (o) 12°C (o)
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Figura 3. Fluxograma apresentando a sequéncia das reacfes de PCR realizadas para as amostras dos gatos do
Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG.
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4.5.4. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados nas reagdes foram visualizados através de luz
ultravioleta (UV) apo6s eletroforese em gel de agarose em tampdo TAE 0,5X. A
concentracdo dos géis variou entre 0,8% e 2% de acordo com o tamanho do fragmento
esperado para cada agente pesquisado, sendo que fragmentos menores eram mais
facilmente visualizados em gel de maior concentracgéo.

Para a realizacdo da leitura em gel, foram adicionados 5uL do produto
amplificado mais 2uL do tampdo revelador GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10,000X
(Biotium® Fremont, California, USA) diluido em agua milli-Q ultra-pura DNAse e
RNAse free, na proporcao de 1:400.

Foram utilizados marcadores de peso molecular de 1kB ou 100pb (DNA Ladder
Plus, Promega®, USA) para mensuracao do tamanho dos amplicons gerados.

A eletroforese foi realizada a 100V/50mA durante 25 minutos e os resultados

visualizados e analisados em transiluminador de luz UV.

4.5.5. Sequenciamento nucleotidico

Amostras positivas nas diferentes reacdes foram novamente submetidas a PCR para
obtencdo de volume final de 25 puL em triplicata, sendo 12,5 uL de GoTag® Green
Master Mix [Tampao (pH 8.5); (400 uM dATP, dGTP, dCTP e dTTP); 3 mM MgCl;], 1
ML do mix de primers (forward+reverse), 2,5 pL de DNA ou produto amplificado na 12
reacdo (no caso das reacdes do tipo nested) e agua miliQ em g.s.p. Posteriormente
foram purificadas pelo QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®, Hilden, Germany),
segundo as recomendac@es do fabricante.

Para confirmacdo da purificacdo do material gendmico, as amostras foram
submetidas a uma eletroforese em gel de agarose como descrito no item 4.5.4. A
quantificacdo de material genémico total do produto purificado de cada amostra foi
dosada por meio da leitura da absorbancia em equipamento NanoDrop (Epoch
Microplate Spectrophotometer, BioTek®). Os produtos purificados foram preparados
para sequenciamento segundo as recomendacdes da empresa ACTGene (Rio Grande do
Sul, Brasil) (https://actgene.com.br/), sendo sequenciadas por eletroforese capilar em
sequenciador automatico ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1,

utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores (primers) empregados nos ensaios
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de PCRs, porém em novas aliquotas. As amostras foram preparadas em duplicatas,
sendo uma com o iniciador forward, e uma com o reverse, totalizando duas
sequéncias/amostra, permitindo uma maior confiabilidade das sequéncias consenso que
foram obtidas.

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a qualidade e os contigs foram
formados com o auxilio do programa Electropherogram quality analysis, desenvolvido
pela Embrapa Genetic Resource and Biotechnology
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/).  Em seguida, as sequéncias foram
submetidas a procura de homologia com as sequéncias depositadas em banco de dados,
utilizando o software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Ap6s a comparacdo da identidade, a classificacdo das
sequéncias analisadas foi realizada de acordo com o grau de similaridade com os dados

ja depositados no Genbank.

4.5.6. Provas soroldgicas para Toxoplasma gondii

O preparo dos antigenos de T. gondii e a realizacdo dos testes soroldgicos foram
realizados no Laboratério de Toxoplasmose do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-
UFMG). Os soros felinos foram testados através das técnicas de reacdo de

imunofluorescéncia indireta (RIFI) e teste imunoenzimatico (ELISA).

45.6.1. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

45.6.1.1. Preparo do antigeno

O antigeno foi adquirido a partir de taquizoitos de T. gondii da cepa RH obtidos
através da lavagem da cavidade peritoneal de um camundongo previamente infectado
realizada com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS- Phosphate Buffered Saline)
pH 7,2. Apo6s obtido o material, este foi centrifugado por 20 minutos a 800g para
remocdo de células contaminantes do camundongo e obtengdo do sobrenadante. A este
foi acrescentado formol PA até se obter uma concentracdo de 0,5% do volume final.

Apos homogeneizado, a solugéo foi centrifugada durante 10 minutos a 800g e ao
final, o sobrenadante foi descartado e o sedimento restante ressuspendido em PBS pH

7,2, homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 800g. Tal processo foi repetido



52

duas vezes. A suspensdo de parasitos obtida ao final foi diluida até se obter cerca de 10
taquizoitos por campo no aumento de 40X em microscépio Optico Olympus CX40. A
suspensdo final de taquizoitos foi aplicada sobre laminas de vidro previamente

marcadas que foram utilizadas na realizacdo da RIFI.

45.6.1.2. RIFI

A reacdo foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Veronesi et al.,
(2017) com modificacbes. Os soros dos animais foram diluidos a partir de 1:16
(SOBRINHO et al., 2012) até 1:16.384 usando fator 4 de diluicdo e distribuidos nas
laminas preparadas previamente com o antigeno de taquizoitos. Foram utilizados soros
sabidamente positivo e negativo como controles das reacoes.

Posteriormente, as 1dminas foram incubadas em camara Umida a 37°C durante
30 minutos e lavadas com PBS pH 7,2. Apo6s a secagem completa, o conjugado anti-
imunoglobulina G de gato, marcada com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA® San
Luis, Missouri, USA) foi adicionado. Este foi previamente diluido em Azul de Evans
em concentracdo adequada para a reacdo (1:500).

Em seguida, as laminas foram novamente incubadas em cdmara imida a 37°C
por 30 minutos e lavadas com PBS pH 7,2 novamente. Ao final, foi adicionado glicerina
tamponada nas laminas as quais foram posteriormente cobertas por laminula para a

realizacdo da leitura em microscépio de fluorescéncia Olympus IX70-FLA.

45.6.2. Teste imunoenziméatico ELISA para deteccdo de anticorpos

IgG anti-Toxoplasma gondii

45.6.2.1. Preparo de antigeno soltvel de T. gondii (STAQ)

O antigeno soluvel de T. gondii (denominado STAQ) utilizado para sensibilizar a
placa de poliestireno de 96 pocos foi preparado seguindo o protocolo descrito por Buery
et al., (2014) com modificacdes. Assim como descrito anteriormente, o antigeno foi
adquirido a partir de taquizoitos de T. gondii (cepa RH), a partir da lavagem da cavidade
peritoneal de camundongos infectados e o material resultante foi centrifugado durante
20 segundos a 800g para eliminacéo de debris celulares e coleta do sobrenadante, o qual
foi homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 1400g.
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Em seguida, apds o descarte do sobrenadante, o pellet formado contendo os
taquizoitos foi ressuspendido em PBS, homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a
1400g. Os taquizoitos foram lavados trés vezes com PBS, sendo centrifugados a 1400g,
por 10 minutos entre as lavagens.

Na sequéncia, os taquizoitos foram contados em camara hemocitométrica em
uma concentragdo acertada para 1x10° taquizoitos/mL. A suspensdo de taquizoitos foi
processada por ultrassom (Ultrasonic Homogeneizer - 4710; Coler-Palmer Instrument
Co.) em 5 ciclos de 40 hertz (em banho de gelo) durante 1 minuto e com intervalos de 1
minuto entre cada ciclo para que houvesse o rompimento das formas parasitarias. Por
fim, a suspensdo com os taquizoitos rompidos foi centrifugada a 10000g a 4°C durante
30 minutos e a concentracdo de proteinas do antigeno obtido foi determinada pelo
método de Lowry et al., (1951). Este entdo foi estocado a -20°C até 0 momento do seu
uso.

4.5.6.2.2. Ensaio imunoenzimatico para anticorpos 1gG anti-
Toxoplasma gondii

Numa primeira etapa, para determinar as melhores concentragdes de antigeno
(STAgQ), de soro e de conjugado a serem utilizados no ELISA, foram realizados
previamente ensaios de padronizacdo baseados em titulacdo checkboard. Para isso, 0
antigeno foi avaliado nas concentracbes 2,0ug/well, 1,0 pg/well e 0,5 pg/well. Dois
soros padrdes positivos e dois negativos foram avaliados nas dilui¢gdes 1:50, 1:100 e
1:200. O conjugado foi avaliado nas diluigdes 1:7.500 e 1:15.000. Nesta etapa, foram
utilizados dois soros positivos obtidos de gatos naturalmente infectados e dois soros
negativos.

Os quatro soros controle foram definidos previamente por RIFI (procedimento
desenvolvido no Laboratorio de Toxoplasmose- ICB/UFMG e descrito anteriormente) e
por Reacdo de Hemaglutinacdo Indireta (HAI) (kit comercial Toxotest®- Wiener Lab,
Rosario, Argentina), realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante. Uma
vez definidas as melhores concentracGes para cada produto, realizou-se a deteccdo de
anticorpos 1gG anti T. gondii nos soros dos felideos incluidos no estudo, os quais foram
testados individualmente, em duplicata. O processo seguiu o protocolo descrito por
Andrade et al., (2013) com modificagdes.

Placas de poliestireno de 96 pogos com fundo chato (SARSTEDT®, Niimbrecht,

Germany) foram entéo sensibilizadas com 100uL do antigeno, o qual foi adicionado em
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cada poco diluido em tampdo carbonato/bicarbonato (pH 9,6) na concentragédo
previamente padronizada. As placas foram incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte,
a solucdo contendo o antigeno foi desprezada e a placa lavada duas vezes com solugéao
salina contendo Tween 20 a 0,05% (SST). Apds secagem da placa por inversdo
vigorosa em papel absorvente, 100 puL de uma solugdo bloqueadora contendo PBS-
Caseina 2% foi adicionada em cada poco, sendo a placa incubada por 30 minutos a
37°C.

Ap0s esse intervalo, o material foi desprezado e a placa lavada duas vezes com
SST e 100 pL dos soros dos gatos, previamente diluidos em PBS-Tween 20 a 0,05% +
Caseina 0,25% (PBS-T/Caseina 0,25%) na concentracdo padronizada, foram
adicionados em cada pogo da placa.

Foram utilizados como controles duas amostras de soro positivas e seis amostras
negativas em cada placa, definidas previamente por RIFI e HAI. Ap6s o acréscimo dos
soros felinos e controles, a placa foi incubada por 45 minutos a 37°C e ao final, 0s soros
foram desprezados e a placa lavada quatro vezes com SST.

Posteriormente, foi adicionado a placa o conjugado anti IgG de felideo marcado
com peroxidase na diluicdo previamente determinada em solucdo contendo PBS-T/
Caseina 0,25% e esta foi incubada durante 45 minutos a 37°C e novamente lavada
quatro vezes com SST.

Por fim, uma solucdo substrato-reveladora composta por 3ug de o-
phenylinediamine (SIGMA®), 15mL de solucdo de 4cido citrico e 3uL de 4gua
oxigenada (H202) 30 volumes foi preparada no momento do seu uso e 100uL dessa
solucdo foi adicionada em cada pogo da placa. Ap6s 20 minutos, houve interrupgdo da
reacdo com a adigdo de 25uL de acido sulfurico (H2SO4- 4N) em cada poco e leitura em
leitor de ELISA (Bio-Rad® Modelo 3550) com filtro de 490nm. Cada placa teve seu
ponto de corte (cut off) calculado pela media das absorbancias das seis amostras de
soros negativos para T. gondii mais trés desvios-padrfes. A media da absorbancia dos
soros testados em duplicata foi dividido pelo valor do cut off da placa com o objetivo de
determinar o indice de reatividade (IR). Os soros que apresentaram os valores de IR <
0,9 foram considerados negativos. Aqueles com IR > 1,1 foram considerados positivos e
aqueles que apresentarem um valor de IR entre 0,9 e 1,1 foram testados novamente para

confirmagéo do resultado.
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4.5.6.2.3. Avaliacao da avidez de anticorpos 1gG anti-
Toxoplasma gondii

Esta técnica foi realizada de acordo com protocolo descrito por Suaréz-Aranda et
al., (2000) com modificacbes. A avidez foi determinada através de um ELISA
convencional como descrito no item anterior, porém acrescido de uma lavagem
adicional com uréia 6M em PBS- T20-0,5% antes da etapa da aplicacdo do conjugado,
em apenas metade da placa (colunas de 1 a 6). Nas colunas de 7 a 12 foram aplicados os
mesmos soros de forma idéntica aos das colunas 1 a 6. As colunas de 7 a 12 passaram

por lavagem normal, apenas com PBS-T20- 0,5%, antes da aplicacdo do conjugado

Em seguida, todos os orificios da placa receberam lavagem com PBS-T, e esta
foi mantida em agitacdo durante 5 minutos. A partir da adicdo do conjugado, o
procedimento seguiu as etapas do ELISA convencional descrito anteriormente.

A avidez de anticorpos IgG foi calculada como a razéo entre a absorbancia da
média de cada soro tratado com uréia (AU) e absorbancia do mesmo soro ndo tratado
com ureia (A) e expressa em percentagem: AU/A X 100 (ANDRADE et al., 2013).

Para este trabalho usamos o critério definido por Suaréz-Aranda et al. (2000), no
qual valores de avidez <50% sugerem infec¢cdo aguda, enquanto valores acima de 50%

indicam infeccdo cronica.

4.6. Analise de dados

A partir dos resultados obtidos foram realizadas andlises estatisticas dos dados com
o0 auxilio do programa Stata versdo 16 (StataCorp), seguindo os procedimentos descritos
por Favero & Belfiore (2017), e foi considerado um nivel de significancia estatistica de

5% em todos os testes realizados.

A anélise descritiva das variaveis do estudo inclui o estudo da frequéncia de
resultados positivos e negativos ou reagentes ou ndo reagentes para as variaveis
qualitativas e o calculo da média, mediana, valores maximos e minimos para as
varidveis quantitativas. A normalidade das variaveis quantitativas foi avaliada pela

elaboracdo de histogramas e pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
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O teste exato de Fisher foi realizado para verificacdo da associacdo entre 0s
resultados qualitativos dos testes diagnosticos realizados e as varidveis sexo e faixa

etaria dos animais

O teste ndo-paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para verificar as diferengas entre
os resultados de ELISA e o nimero de ectoparasitos e sexo e também entre 0 0s

resultados de ELISA e o numero de ectoparasitos em relacdo ao gato ser adulto.

O teste Kappa foi utilizado para medir a concordancia do ELISA para diagndstico
de toxoplasmose em relacdo a RIFI. A sensibilidade e a especificidade do ELISA foram

calculadas considerando a RIFI como teste padrdo na diluicdo 1:16.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da populagdo estudada

Durante o periodo de 2015 a 2018 foram recebidas pelo Laboratério de
Protozoologia Veterindria (ICB-UFMG) amostras de 237 gatos provenientes do
PgJMARG.

Destas amostras, 51,5% (122/237) dos animais eram fémeas e 48,5% (115/237)
eram machos. Para a varidvel faixa etéria, estes animais foram agrupados em duas
categorias: ndo-adultos, a qual compreendeu gatos filhotes (< 6 meses) e jovens (>6
meses <12 meses) e adultos (>12 meses). As principais caracteristicas observadas para a
estimativa da idade foram o porte e denticdo dos animais (CARVALHO, 2018). No
geral, 32,5% (77/237) animais foram classificados como néo-adultos e 67,5% (160/237)
como adultos. Todos os animais (100%) foram classificados como sem raca definida
(SRD) (CARVALHO, 2018). A tabela 1 apresenta os dados referentes aos animais que
tiveram amostras colhidas, classificados de acordo com o sexo, ano de captura e faixa

etaria.

Tabela 1. Descricao das frequéncias encontradas na populagdo de gatos do Parque Municipal Américo Renné Giannetti,
Belo Horizonte, MG, que tiveram amostras colhidas, em relagdo ao ano de captura, sexo e idade.

MACHOS CAPTURADOS FEMEAS CAPTURADAS

ANoO agljl?co Adulto Total agljlc')co Adulto Total

n % n % n % n % n % n %
2015 1 2,8 2 2,5 3 2,6 1 2,5 3 3,7 4 3,3
2016 19 52,7 36 45,6 55 47,9 21 51,2 40 49,4 61 50
2017 16 44 4 41 51,9 57 49,5 15 36,6 33 40,7 48 39,3
2018 0 0 0 0 0 0 4 9,7 5 6,2 9 7,4
Total 36/115 31,3 79/115 68,7 115/237 48,5 |41/122 33,6 81/122 66,4 122/237 51,5
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Em relacdo aos locais de captura dos gatos que tiveram amostras enviadas para
analises, cinco pontos tiveram maior nimero de recolhimentos, sendo estes: portaria da rua
Carandai com 22,8% (54/237), Administracdo 15,2% (36/237), Orquidario 11,8% (28/237),
Coreto 9,7% (23/237) e Academia 7,6% (18/237) (Tabela 2). Na figura 4, é possivel
visualizar as localizagdes destes pontos dentro dos limites do PQMARG. Os demais pontos
onde houveram capturas estdo descritos na tabela 2. Nos anos de 2015 e 2018 foram
recebidas amostras de somente um més de captura, enquanto nos anos de 2016 e 2017,
amostras foram enviadas durante os 12 meses. O numero total de amostras coletadas, de
acordo com 0 ano, se encontra na tabela 2. Os anos de 2016 e 2017 foram 0s anos nos quais
houveram maior nimero de coleta de amostras dos gatos do PQMARG, com 116 (48,9%) e
105 (44,3%), respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Pontos dentro do Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG com as respectivas

frequéncias de capturas dos animais que tiveram material enviado ao Laborat6rio de Protozoologia Veterinaria
(ICB-UFMG) durante os anos de 2015 a 2018.

PONTOS DE CAPTURA ANO

2015 2016 2017 2018 Total %
Carandai 0 24 26 4 54 22,8%
Administracéo 0 19 16 1 36 15,2%
Orquidario 2 18 8 0 28 11,8%
Coreto 1 9 13 0 23 9,7%
Academia 1 5 11 1 18 7,6%
Brinquedos 0 3 10 1 14 5,9%
Colégio Imaco 0 8 4 1 13 5,5%
Palacio das Artes 2 7 4 0 13 5,5%
Afonso Pena 0 8 3 0 11 4.6%
Teatro 0 6 2 1 9 3,8%
IEMG 0 8 0 0 8 3,4%
Ezequiel Dias 0 1 5 0 6 2,5%
Hemominas 0 0 3 0 3 1,3%
Guarda Municipal 1 0 0 0 1 0,4%
Total 7 (3,0%) | 116 (48,9%) | 105 (44,3%) | 9 (3,8%) | 237 100%
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Figura 4. llustracdo dos pontos com maior ndmero de capturas de gatos do Parque Municipal Américo Renné
Giannetti, Belo Horizonte, MG que tiveram material enviado ao Laboratério de Protozoologia Veterinaria (ICB-

UFMG) entre os anos de 2015 a 2018.
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5.2. Identificagéo de ectoparasitos

Os ectoparasitos coletados foram identificados com o auxilio das chaves taxondmicas
anteriormente descritas.

A infestagdo por pulgas foi verificada em 13,9% (33/237) gatos, sendo coletadas 61
espécimes, todas pertencentes ao género Ctenocephalides (Siphonaptera: Pulicidae),
sendo 95,1% (58/61) da espécie C. felis felis, 3,3% (2/61) C. canis e 1,6% (1/61) nao
identificada devido ao exemplar encontrar-se danificado devido as mas condicdes de
coleta e armazenamento.

Em relagdo ao ectoparasitismo, 54,5% (18/33) dos felinos infestados eram fémeas e
45,5% (15/33) machos (Tabela 3). Quanto a faixa etaria, 42,4% (14/33) dos animais eram
ndo adultos e 57,6% (19/33) adultos. Ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa do ectoparasitismo em relacdo ao sexo do animal (p=0,3114) e faixa etéaria
(p=0,3248). (Tabela 3).

Piolhos foram o segundo grupo de ectoparasitos encontrado, com oito espécimes
coletadas de apenas um animal (1/237) (0,4%). Todos pertenciam a ordem Mallophaga,
espécie Felicola subrostratus. Nao foi encontrado nenhum carrapato nos gatos durante o

momento das coletas.

Tabela 3. Distribuicdo numérica e frequéncia de gatos ectoparasitados provenientes do Parque Municipal
Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG de 2015 a 2018.

Variavel n° de animais (%) Valor p
N=33

Sexo
Fémeas 18 (54,5) 0,3114
Machos 15 (45,5)
Faixa etaria
Né&o adulto 14 (42,4) 0,3248
Adulto 19 (57,6)

valor p significante < 0,05. N— total de animais infestados por ectoparasitos. n— nimero de animais infestados.
(%) percentual de animais infestados.

5.3. Analise dos esfregacos sanguineos

Foram realizados 50 esfregacos sanguineos (21,1%) dos 237 animais capturados entre 0s
anos de 2015 a 2018. Durante a leitura das laminas, 42/50 (84%) estavam negativas para

hemopatogenos. Entre as oito laminas (16%) que foram visualizadas estruturas sugestivas de
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hemopatdgenos, sete (14%) apresentaram estruturas caracterizadas como inclusdes
plaquetarias basofilicas sugestivas de Anaplasma platys (Figura 5). Em uma lamina (2%) foi
visualizado estrutura semelhante a merozoitos de hemoparasitos da ordem Piroplasmida
(Figura 6).

Figura 5. Plagueta apresentando inclusdo Figura 6. Estrutura semelhante a merozoitos
basofilica sugestiva de Anaplasma platys em encontrada em hemacia de um gato do Parque
lamina de um gato do Parque Municipal Municipal Américo Renné Giannetti, Belo
Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG Horizonte, MG (seta vermelha). Aumento 100X.

(seta vermelha). Aumento 100X.

5.4. Diagnostico molecular de hemopatdgenos

Do total de 237 animais, 209 gatos tiveram amostras de sangue coletadas e tiveram DNA
devidamente extraido. Destes, 58 animais foram dados como positivos ha PCR genérica para
deteccdo de hemoparasitos da ordem Piroplasmida (Figura 7), correspondendo a um
percentual de 27,9% (Tabela 4). Utilizando iniciadores especificos para a espécie C. felis,
apenas cinco foram positivos (2,4%) (Tabela 4). Em apenas uma lamina de esfregaco foi
visualizada estrutura semelhante a merozoitos caracteristicos de agentes da ordem
Piroplasmida, porém, o mesmo animal n&o foi positivo em nenhuma das PCRs realizadas.

Uma tentativa de sequenciamento nucleotidico de sete amostras positivas na reagdo
genérica para patdgenos da ordem Piroplasmida, que foram selecionadas com base na
intensidade da banda resultante na eletroforese, foi realizada para concluir o diagnéstico,

porém, esta ndo obteve sucesso.
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Figura 7. Gel de agarose 1% em que é possivel observar exemplos de amostras positivas pela nested PCR ao
utilizar iniciadores baseados na sequéncia parcial do gene 18S rRNA para a pesquisa de parasitos pertencentes a
ordem Piroplasmida. M: marcador molecular em escala de 1 kB; Coluna 1: controle positivo; Colunas 2, 4, 6, 8, 10,
11, 12, 14, 15, 18, 19: amostras com formacéo de banda na altura do fragmento esperado (430pb); Colunas: 20 e 21:
branco da primeira e segunda reacdo, respectivamente.
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Para T. evansi (Figura 8), 54 (25,8%) gatos foram positivos (Tabela 4). Adotando a
mesma condicdo de selecdo citada anteriormente, uma amostra foi enviada para
sequenciamento nucleotidico a fim de confirmar o diagndstico, porém, ndao houve sucesso.

Porém, o primer utilizado na reacéo € especifico para T. evansi.

Figura 8. Gel de agarose 1,5% em que é possivel observar exemplos de amostras positivas pela semi-nested PCR
ao utilizar iniciadores baseados no alvo ITS para a pesquisa de Trypanosoma evansi. M: marcador molecular em
escala de 1 kB; Colunas 1, 2 e 6: amostras negativas; Colunas 3, 4 e 5: amostras com formag&o de banda na altura
do fragmento esperado (219pb); Coluna 7: controle positivo; Coluna 8: branco

£219pb —p

Para bactérias pertencentes a familia Anaplasmataceae, 93 (44,5%) animais foram
positivos para Ehrlichia/ Anaplasma de granulocitos e plaquetas e 78 (37,3%) para reacao
especifica para a espécie A. platys. Nenhum animal foi positivo na reacdo para
A. phagocytophilum para ambos os alvos moleculares utilizados (Tabela 4). Amostras de trés
animais detectados na PCR genérica e que ndo obtiveram deteccdo para A. platys nem para A.

phagocytophilum foram enviadas para sequenciamento, porém, sem sucesso.
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Ja para Ehrlichia/ Anaplasma de agranulocitos, 44 (21,0%) animais apresentaram
produtos de PCR préximos ao tamanho do fragmento esperado (Figura 9), porém, nenhum
destes foi positivo quando realizada reacao especifica para a espécie E. canis (Tabela 4). Da
mesma forma, foram enviadas para sequenciamento quatro amostras que ndo apresentaram

resultado conclusivo para os alvos especificos, poréem, também néo houve sucesso.

Figura 9. Gel de agarose 1% em que é possivel observar exemplos de amostra positiva pela nested PCR ao
utilizar iniciadores baseados na sequéncia parcial do gene 16S rRNA para a pesquisa de Ehrlichia/ Anaplasma de
agranuldcitos. M: marcador molecular em escala de 1 kB; Coluna 1: amostra com formagao de banda na altura do
fragmento esperado (443pb); Coluna 2: amostra negativa; Coluna 3: controle positivo; Colunas 4 e 5: branco da
primeira e segunda reagdo, respectivamente.

Em relacdo aos micoplasmas hemotropicos, 102 gatos (48,8%) foram positivos para
alguma espécie de hemoplasma sendo que, 39 (18,7%) foram positivos na reacdo especifica
para ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm), nove (4,3%) para a espécie
Mycoplasma haemofelis (Mhf) e dois (0,9%) para ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt)
(Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicdo numérica e frequéncia de gatos PCR positivos para hemopatégenos provenientes do
Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG de 2015 a 2018.

NUmero de animais positivos/ NUmero de animais
Hemopatogeno avaliados %
2015 2016 2017 2018 Total
Piroplasmas 217 24/116  32/105 0/9 58/209 27,9
Cytauxzoon felis 217 0/116 3/105 0/9 5/209 2,4
Trypanosoma evansi 4f7 34/116  16/105 0/9 54/209 25,8
Anaplasmataceae de 0/7 41116 50/105  2/9  93/200 445
granuldcitos e plaquetas
Anaplasma phagocytophilum 0/7 0/116  0/105 0/9 0
Anaplasmataceae de 17 10116 33105  0/9  44/209 210
agranuldcitos
Ehrlichia canis 0/7 0/116 0/105 0/9 0
Micoplasmas hemotropicos 1/7 53/116  46/105 2/9 102/209 48,8
Mycop|asma haemofelis 0/7 5/116 4/105 0/9 9/209 4,3
‘Candidatus Mycoplasma 17 30/116 8105  0/9  39/209 187
haemominutum’
‘Candidatus Mycoplasma 07 1116 1105  0/9  2/209 09
turicensis’

Entre os 209 gatos, sete (3,4%) apresentaram coinfeccdo com mais de uma espécie de

hemoplasma, sendo que seis animais estavam coinfectados com CMhm e Mhf e um com

CMhm e CMt (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia de gatos do Parque Municipal Américo Renné Giannetti que apresentaram coinfecgao
com mais de uma espécie de micoplasma hemotropico entre 209 gatos estudados.

n° de animais

Espéci i | h pi ) %
spécies de micoplasmas hemotrdpicos coinfectados )
CMhm+ Mhf 6 29
CMhm+ CMt 1 0,5
Total 7 3,4

Quatro amostras positivas para as trés espécies de hemoplasmas foram enviadas para

sequenciamento nucleotidico a fim de confirmar os resultados encontrados e para realizar a

comparacdo com sequéncias ja depositadas no Genbank. Duas obtiveram sucesso no
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sequenciamento para a espécie Mhf e uma para CMhm e nenhuma para CMt. As informacdes

sobre a homologia assim como a identificacdo das sequéncias depositadas podem ser

conferidas no quadro 4.

Quadro 4. Identidade do DNA das espécies hemoplasmas encontradas em gatos do Parque Municipal Américo
Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG a partir de sequéncia parcial do gene 16S rRNA.

Hemoplasma

Espécie (n° de
amostras
sequenciadas)

Similaridade (%0)
Genbank (BLAST®)

Mycoplasma haemofelis

Gato domeéstico (2)

Mycoplasma  haemofelis de gato
doméstico do Chile- MN543634 (100%)

Mycoplasma haemofelis de gato-chileno
(Leopardus guigna) do Chile-
MN543633 (100%)

Mycoplasma  haemofelis de  gato
doméstico da China- MH447082 (100%)

Mycoplasma spp. de quati (Nasua nasua)
da regido do Pantanal, Brasil- KY002661
(100%)

Mycoplasma  haemofelis de  gato
doméstico da Itdlia- KR905465 e
KR905462 (100%)

Mycoplasma  haemofelis de  gato
domeéstico do Brasil- KM275247 (100%)

‘Candidatus Mycoplasma

haemominutum’

Gato doméstico (1)

‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ de gato doméstico do
Chile- MN54368 e MN53625 (100%)
Mycoplasma spp. de gato doméstico do
Brasil- MF192849 (100%)

‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ de gato doméstico do
Brasil- KY780179 e KY780178 (100%)
‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ de gato doméstico da
Italia- KR905456 e KR905455 (100%)

A tabela 6 apresenta as distribuicdes de frequéncias de infeccdo por hemopatdgenos

em relacdo ao sexo do animal. Foi observada associacdo estatisticamente significativa entre o

sexo do animal e a infeccdo por M. haemofelis, sendo que os gatos machos tiveram maior

frequéncia de infegdo por esse agente do que as fémeas (p= 0,017).
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Tabela 6. Resultados moleculares para os hemopatogenos pesquisados nos gatos do Parque Municipal Américo

Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG de acordo com o sexo.

Sexo
L Feminino Masculino

Variaveis resposta n (%) n (%) Valor p

N=103 N=106
Piroplasmida
Positivo 23 (22,3) 35 (33,0) 0.084
Negativo 80 (77,7) 71 (67,0) ’
Cytauxzoon felis
Positivo 1(1,0) 4(3,8) 0.185
Negativo 102 (99,0) 102 (96,2) ’
Trypanosoma evansi
Positivo 22 (21,4) 32 (30,2) 0.145
Negativo 81 (78,6) 74 (69,8) ’
Anaplasmataceae de granuldcitos e plaquetas
Positivo 45 (43,7) 48 (45,3) 0.816
Negativo 58 (56,3) 58 (54,7) ’
Anaplasma platys
Positivo 36 (35,0) 42 (39,6) 0.579
Negativo 67 (65,0) 64 (60,4) ’
Anaplasma phagocytophilum
Positivo 0 (0,00) 0 (0,00)
Negativo 103 (100,0) 106 (100,0) )
Anaplasmataceae de agranulocitos
Positivo 20 (19,4) 24 (22,6) 0.568
Negativo 83 (80,6) 82 (77,4) ’
Ehrlichia canis
Positivo 0 (0,00) 0 (0,00)
Negativo 103 (100,0) 106 (100,0) )
Micoplasmas hemotrdpicos
Positivo 46 (44,7) 56 (52,8) 0.238
Negativo 57 (55,6) 50 (47,2) ’
Mycoplasma haemofelis
Positivo 0 (0,00) 9(8,5) 0.017*
Negativo 103 (100,0) 97 (91,5) ’
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
Positivo 16 (15,5) 23 (21,7) 0.253
Negativo 87 (84,5) 83 (78,3) ’
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’
Positivo 1(1,0) 1(1,0) 0.983
Negativo 102 (99,0) 105 (99,0) ’

*Valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos no teste Exato de Fisher. N— total de amostras testadas.

n— ndmero de animais positivos. (%) percentual de animais positivos.



67
A tabela 7 apresenta as distribuicbes de frequéncias das infeccbes pelos

hemopatdgenos pesquisados em relagdo a categoria de faixa etéria dos gatos.

Tabela 7. Resultados moleculares para os hemopatdgenos pesquisados nos gatos do Parque Municipal Américo
Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG de acordo com a faixa etéria.

Gato adulto
. Nao Sim

Variaveis resposta n (%) n (%) Valor p

N=66 N=143
Piroplasmida
Positivo 16 (24,2) 42 (29,4) 0.507
Negativo 50 (75,8) 101 (70,6) '
Cytauxzoon felis
Positivo 3(4,5) 2(1,4) 0.329
Negativo 63 (95,5) 141 (98,6) '
Trypanosoma evansi
Positivo 18 (27,3) 36 (25,2) 0.737
Negativo 48 (72,7) 107 (74,8) ’
Anaplasmataceae de granuldcitos e plaquetas
Positivo 26 (39,4) 67 (46,8) 0.369
Negativo 40 (60,6) 76 (53,2) '
Anaplasma platys
Positivo 22 (33,3) 56 (39,2) 0.513
Negativo 44 (66,7) 87 (60,8) '
Anaplasma phagocytophilum
Positivo 0 (0,00) 0 (0,00)
Negativo 66 (100,0) 143 (100,0) )
Anaplasmataceae de agranulocitos
Positivo 14 (21,2) 30 (21,0) 1,000
Negativo 52 (78,8) 113 (79,0) '
Ehrlichia canis
Positivo 0 (0,00) 0 (0,00)
Negativo 66 (100,0) 143 (100,0) )
Micoplasmas hemotrdpicos
Positivo 27 (40,9) 75 (52,4) 0.139
Negativo 39 (59,1) 68 (47,6) '
Mycoplasma haemofelis
Positivo 0 (0,00) 9 (6,3) 0.0372%
Negativo 66 (100,0) 134 (93,7) ’
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
Positivo 11 (16,7) 28 (19,6) 0.766
Negativo 55 (83,3) 115 (80,4) '
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’
Positivo 0 (0,00) 2(1,4) 1,000
Negativo 66 (100,0) 141 (98,6) ’

*Valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos no teste Exato de Fisher. N— total de
amostras testadas. n— namero de animais positivos. (%) percentual de animais positivos.



68

Em relacdo a variavel faixa etaria houve associagédo estatisticamente significativa entre o
animal ser adulto e o diagnostico de M. haemofelis (p=0,0372) cujos resultados positivos
foram encontrados apenas em adultos (Tabela 7). N&o foi observada associagdo
estatisticamente significativa entre infestacdo por ectoparasitos e o animal ser positivo para

algum dos hemopatogenos pesquisados pela PCR (p >0,05).

5.5. Testes soroldgicos para Toxoplasma gondii

5.5.1. ELISA e RIFI para deteccédo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
felinos

Na padronizacdo do ELISA foi determinado que a melhor concentracdo de antigeno
capaz de distinguir soros padrdes positivos e negativos testados em diferentes dilui¢fes foi de
1,0ug de proteina/well, com amostras de soro diluidas a 1:100 e conjugado anti-1gG de felino
diluido a 1:15.000.

Dos 209 gatos que tiveram amostras de soro submetidas aos testes soroldgicos para
anticorpos IgG anti-T. gondii, 41 foram considerados reagentes pela RIFI e 44 pelo ELISA,
sendo que a soroprevaléncia encontrada foi respectivamente de 19,6% e 21,0% para cada um
dos testes (Tabela 8).

Entre os 41 felinos positivos na RIFI (19,6%), 4,9% (2/41) apresentaram titulo de
1:16; 19,5% (8/41) de 1:64; 29,3% (12/41) de 1:256; 31,7% (13/41) de 1:1024; 2,4% (1/41)
de 1:4096 e 12,2% (5/41) > 1:16384 (Gréafico 1). Soros que apresentaram titulos < 1:16 foram
considerados negativos (80,4%) (168/209). Para o teste de ELISA, o indice de reatividade
(IR) variou de 0,00 a 4,93, sendo que soros que apresentaram IR< 1,00 (79%) (165/209)
foram considerados negativos. Entre os que apresentaram IR > 1,00 (21,0%), em 38,6%
(17/44) o IR estava entre 1,00 e 1,99; 25% (11/44) entre 2,00 e 2,99; 27,3% (12/44) entre 3,00
e 3,99 e 9,1% (4/44) com IR > 4 (Grafico 2).
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Gréfico 1. Frequéncia de titulos de anticorpos nos soros de gatos do Parque Municipal Américo Renné
Giannetti, Belo Horizonte, MG coletados entre os anos de 2015 a 2018 soropositivos por RIFI.
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Gréfico 2. Frequéncia dos indices de reatividade apresentados pelos soros de gatos do Parque Municipal Américo
Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG coletados entre os anos de 2015 a 2018 soropositivos por ELISA.
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5.5.2. Frequéncia de felinos soropositivos para toxoplasmose de acordo com sexo
e faixa etaria

Entre os felinos sororreagentes pela RIFI, 21,5% (23/107) correspondiam a fémeas e
17,6% (18/102) machos. J& entre os positivos no ELISA, 25,2% (27/107) eram fémeas e
16,7% (17/102) machos. (Tabela 8). Entre os reagentes pela RIFI, 11,0% (7/64)
correspondiam a felinos ndo adultos e 23,5% (34/145) eram adultos. Entre os animais
positivos por ELISA, 11% (7/64) eram ndo adultos e 25,5% (37/145) eram adultos (Tabela 8).

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre o sexo dos felinos e a
positividade por RIFI (p=0,2998) ou ELISA (p=0,0883). Foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre a faixa etaria dos felinos e a positividade por RIFI
(p=0,0247) ou ELISA (p=0,0114), sendo gque os animais adultos apresentavam maior indice

de positividade em ambos os testes (Tabela 8).

Tabela 8. Prevaléncia de gatos do Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, MG
soropositivos nos testes soroldgicos de acordo com sexo e faixa etaria.

Amostras positivas
Amostras examinadas
Variavel RIFI ELISA

n % n % n %

Fémea 107 51,2 23 215 27 25,2
Sexo

Macho 102 48,8 18 17,6 17 16,7

_ Nao 64 30,6 7 1090 7 109

Faixa* adulto

CAri

elaria 1 Adulto 145 69,4 34 235 37 255

Total 209 100 41 19,6 44 21,0

*p=0,0247 para RIFI (Adulto); p=0,0114 para ELISA (Adulto).
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5.5.3. Comparacédo dos testes RIFI X ELISA

Para verificar a concordancia entre as técnicas de RIFI e ELISA foi utilizado o indice
Kappa, o qual a apresentou o valor de 0,92, indicando uma étima concordancia entres 0s dois
testes. Na tabela 9 s@o apresentados os resultados da avaliagdo da sensibilidade,
especificidade, razdo de verossimilhanca, concordancia observada, indice Kappa, valor
preditivo positivo e negativo do teste de ELISA em relacdo a RIFI.

Tabela 9. Resultados da analise da sensibilidade, especificidade, razdo de verossimilhanca, precisdo de
diagndstico, indice Kappa, valor preditivo positivo e negativo do teste ELISA utilizando como teste padréo ouro
a RIFI (1:16) em 209 amostras de soro de gatos do Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte,
MG coletadas entre os anos de 2015 a 2018.

RIFI
Positivos Negativos Total
ELISA Positivos 40 4 44
Negativos 1 164 165
Total 41 168 209
Anélise Resultado IC 95%
Sensibilidade 97,5 87,4-99,5
Especificidade 97,6% 94,0-99,0
Razdo de verossimilhanca (positivo) 40,9 5,0 - 66,97
Razdo de verossimilhanca (negativo) 0,02 0,003 -0,17
Precisdo de Diagnostico 97,6% 94,5-98,9
indice Kappa 0,92 0,79-1,0
Valor Preditivo Positivo 90,9% 78,8 —-96,4

Valor Preditivo Negativo 99,3% 96,6 — 99,8
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5.5.4. Avidez de anticorpos anti- Toxoplasma gondii

Para esta avaliacdo foram utilizados soros de 41 gatos que tiveram o IR maior ou igual
a 1,0 no ELISA tradicional. Foram encontrados 82,9% (34/41) soros com anticorpos 1gG de
alta avidez e 17,1% (7/41) com anticorpos IgG de baixa avidez.

Ao tomar como referéncia o nimero total de soros analisados (209), observou-se que
16,2% dos gatos se encontravam na fase cronica da infeccdo enquanto 3,3% estavam
provavelmente fase aguda da toxoplasmose.

A associacdo da avidez de anticorpos da classe 1gG anti- T. gondii com as variaveis
sexo e faixa etaria foi calculada por teste Exato de Fisher, sendo que ndo foi observada
associacao estatisticamente significativa entre a avidez e o sexo dos animais (p= 0,0675) bem
como entre avidez e a categoria de faixa etaria do animal. (p=0,3419)

5.6. Coinfeccdes e exposicdo a multiplos patdgenos

De forma geral, 89% (186/209) dos gatos apresentaram evidéncia de exposic¢ao/ infecgédo
para dois ou mais patdgenos pesquisado. As combinacBes mais comuns entre dois agentes
foram para: A. platys + T. evansi (19/186); soropositividade para T. gondii + A. platys
(18/186); A. platys + CMhm (18/186); T. evansi + CMhm (15/186) e T. gondii + CMhm
(9/186). CombinacGes entre trés ou mais agentes foram encontradas em 14 animais (Tabela
10).
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Tabela 10. Combinagdo de soropositividade e/ou infeccdo mais observadas nos gatos do Parque Municipal
Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, Minas Gerais durante o periodo de 2015 a 2018.

Combinacéao de soropositividade e/ou infec¢ao

n° de animais (%)

N= 186
A. platys + T. evansi 19 (10,2)
A. platys + CMhm 18 (9,7)
T. gondii + A. platys 18 (9,7)
T. evansi + CMhm 15 (8,1)
T. gondii + CMhm 9 (4,8)
T. evansi+ A. platys+ CMhm 8 (4,3)
T. evansi + A.platys+ CMt 2(1,1)
Cytauxzoon felis+ T. evansi+ A.platys 2(1,1)
Cytauxzoon felis+ T. evansi+ A.platys+ CMhm 1(0,5)
T. evansi+ A.platys+ Mhf+ CMhm 1(0,5)

N- total de amostras que apresentaram combinagdo de exposicao e/ou infeccdo. n— ndmero de animais positivos.

(%) percentual de animais positivos
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6. DISCUSSAO

Considerando a localizacdo do PQMARG na regido central da capital Belo Horizonte e
sua proximidade com estabelecimentos de salde e comerciais que levam a um grande fluxo
de pessoas na regido, além de ser uma importante area de lazer para os belo-horizontinos,
turistas de diversas partes do Brasil e de outros paises, estudos de monitoramento de
patogenos, tanto virais, bacterianos, fungicos e parasitoses em animais que habitam o espaco
sdo de suma importéncia na contribuicdo de informacdes relevantes sobre a pressdo de
potenciais infecgdes para a populagdo humana (BANETH, 2014; OTRANTO, 2018).

O trabalho de Carvalho (2018) auxiliou no entendimento sobre a dinamica da
populacdo felina que vive dentro dos limites do PQMARG. De acordo com a primeira
estimativa populacional realizada no ano de 2016, o PgMARG contava com
aproximadamente 149 gatos e, em 2017, 228 animais foram estimados (Carvalho, 2018).

No total, este trabalho analisou amostras de 237 gatos provenientes do PQMARG que
foram colhidas entre os anos de 2015 e 2018. O baixo numero de amostras recebidas em 2015
se justifica pelo fato de que a coleta de amostras para o levantamento sanitario dos animais se
iniciou no més de dezembro do ano em questdo. J& em 2018, o nimero de amostras recebidas
também foi menor devido ao encerramento dos envios a partir do més de fevereiro. O nimero
de gatos classificados como ndo adultos representou 32,5% do total de amostras analisadas,
enquanto gatos adultos, 67,5%. Segundo Carvalho (2018), a partir do més de junho de 2016
foi firmado um acordo entre a PBH e os protetores que atuavam no PQMARG para que néo
houvesse o recolhimento de gatos que ainda ndo tivessem atingido idade adequada (> 4
meses) para a realizacdo do procedimento de esterilizacdo pelos médicos veterinarios do
Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, o que pode explicar o baixo nimero de
amostras provenientes de gatos ndo adultos. J& o constante recolhimento de gatos adultos
pode ser consequéncia da entrada recorrente de novos animais no parque, principalmente
devido ao abandono (CARVALHO, 2018).

Em relacdo ao local de recolhimento dos gatos que tiveram amostras coletadas,
observou-se que 0os maiores pontos de captura foram préximos a portaria da rua Carandai,
Administracdo, Orquidario, Coreto e Academia, fato também constatado por Carvalho (2018),
a qual considera que os pontos de maior recolhimento sdo aqueles proximos a pontos de
alimentacdo fornecidos por protetores das Organizagdes da Sociedade Civil (OSCs) e,

também sdo locais proximos as entradas do parque, o que poderia facilitar o abandono.
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Considerando esta estimativa e 0 numero de materiais recebidos em nosso laboratorio,
0 nivel de infestacdo por ectoparasitos no presente estudo foi considerada baixa, apenas
13,9%. Por outro lado, Ferreira et al., (2010) encontraram uma prevaléncia de 62,7% de
ectoparasitismo por pulgas (C. felis felis), acaros (Lynxacarus radovskyi e Notoedres cati) e
piolhos (Felicola subrostratus) em um estudo onde foram avaliados 432 gatos domiciliados
com histérico de acesso a rua e errantes na cidade de Jodo Pessoa- PB, Brasil. Resultado
semelhante também foi obtido por Mendes-de-Almeida et al., (2010) que entre 0s 292 gatos
domiciliados com acesso a rua avaliados, 65% destes apresentavam algum ectoparasito, entre
eles: C. felis felis, Otodectes cynotis, Felicola subrostratus e Lynxacarus radovskyi. Resultado
semelhante ao encontrado no presente estudo foi relatado em gatos domiciliados do municipio
de Lages, SC, Brasil, no qual, 13,8% dos animais se encontravam infestados por pulicideos,
sendo que a baixa prevaléncia encontrada pode ser devido ao fato da maioria dos gatos
amostrados recebiam tratamento profilatico ectoparasiticida de seus tutores (STALLIVIERE
et al., 2009).

A baixa prevaléncia observada neste trabalho pode ter como provaveis motivos a ndo
realizacdo de uma inspecdo minuciosa para coleta de ectoparasitos ou devido ao fato da
presenca constante de protetores e ONGs da causa animal no parque que podem fazer o uso
de ectoparasiticidas naqueles animais que sdo encontrados intensamente parasitados.

O predominio da C. felis felis (95,1%) entre os ectoparasitos identificados vai de
encontro ao que também foi verificado por Thomas et al., (2016) ao avaliar 322 gatos nédo
domiciliados nos EUA sendo que 97,2% dos pulicideos coletados eram C. felis felis. Apesar
de prevaléncias menores ao encontrado no presente trabalho, C. felis felis também foi a
espécie mais encontrada em gatos domiciliados e semi-domiciliados no Rio de Janeiro (60%)
e gatos errantes em Jerusalém (54,7%) (MENDES-DE ALMEIDA et al., 2010; SALANT et
al., 2013).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o ectoparasitismo de acordo
com 0 sexo e a faixa etaria dos animais. Em relacdo ao sexo, 0 mesmo foi observado por
Mendes-de Almeida et al. (2010), que entre os 47% gatos fémeas e 18% machos
ectoparasitados também nédo houve diferenca estatisticamente significativa. Em relacédo a faixa
etaria, Salant et al. (2013) indicaram que gatos filhotes com idade <6 meses foram
significativamente mais infestados por pulgas em relagdo a gatos com idade >6 meses,
resultado que os autores justificam pela menor capacidade de gatos muito jovens realizarem a
autolimpeza de forma efetiva. Provavelmente, no presente trabalho néo foi possivel observar

diferencas significativas em relacdo a faixa etaria pelo fato de poucos animais filhotes terem
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sido capturados, devido ao motivo anteriormente citado.

Duas pulgas C. canis (3.3%) também foram encontradas. Baixa prevaléncia desta
espécie também foi constatada por Stalliviere et al. (2009) com apenas 0,5% dos gatos
infestados. Segundo Linardi & Nagem (1973), a distribuicdo das espécies C. felis felis e C.
canis, pode estar relacionada a fatores climaticos, sendo que a ocorréncia de C. canis pode
estar associada a climas mais frios.

As espécies de pulgas encontradas neste trabalho sdo as mais comuns, apresentam
distribuicdo cosmopolita e registros em toda América Latina. Ambas podem ser encontradas
em uma mesma regido geografica, porém, a C. felis felis, por possuir maior capacidade de
adaptacdo a diferentes hospedeiros, se estabeleceu em areas mais extensas e por isso possui
maior importancia na transmisséo de patégenos, tanto em cdes como em gatos (LINARDI &
SANTOS, 2012).

As pulgas C. felis felis podem desempenhar diferentes papéis na ecologia e transmissdo de
patdgenos zoonoticos. No caso da Rickettsia typhi, envolvida na tifo murina, as pulgas se
comportam como vetor bioldgico da bactéria, a qual pode ser mantida naturalmente dentro da
populacdo de pulgas de forma vertical e a transmissdo acontece de forma direta através da
picada da pulga infectada. (WEDINCAMP & FOIL, 2002). JA no caso da Bartonella
henselae, envolvida na doenca da arranhadura do gato, as pulgas atuam como vetores
mecéanicos, pois aparentemente, a bactéria fica restrita ao seu lumen intestinal. A transmissao
ocorre indiretamente pela inoculacdo das fezes de pulgas infectadas através de abrasdes na
pele (FOIL, et al., 1998). Além disso, VVobis et al. (2005) descreveram a transmissao in vitro
do virus da leucemia felina através da picada de pulgas.

Foram encontrados oito espécimes de piolhos da ordem Mallophaga (piolhos
mastigadores), espécie Felicola subrostratus, a qual é considerada por ser a Unica espécie-
especifica de gatos (BOWMAN et al, 2009). No Brasil, o ectoparasitismo em gatos por F.
subrostratus é relativamente frequente, ja que sua distribuicdo esta relacionada as areas de
clima tropical (ROMEIRO et al., 2007; FERREIRA et al., 2010; MENDES-DE ALMEIDA et
al., 2011). Altas infestacGes de piolho geralmente s&o encontradas em gatos debilitados, uma
vez que a capacidade de realizar a limpeza dos pelos adequadamente fica comprometida. A
presenca destes ectoparasitos pode causar prurido intenso, alopecia, escoriacfes e
automutilacdo no animal (BOWMAN et al., 2009). N&o foi verificada a infestagdo por
carrapatos e acaros nos animais avaliados. A coleta de raspados de pele, pelos e suabes de
ouvido, que ndo foram realizadas no presente estudo, poderiam ter contribuido para obtencéao

de uma maior diversidade de ectoparasitos.
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No Brasil, a principal espécie que ocorre em animais de companhia, e de maior
importancia em cdes, € o Rhiphicephalus sanguineus sensu lato, o qual ndo possui 0s gatos
como hospedeiros preferenciais, sendo que esses funcionam geralmente como hospedeiros
acidentais do artropode (LABRUNA & PEREIRA, 2001). Rhipicephalus sanguineus s. I. ja
foi relatado em gatos no Brasil, porém apresentando frequéncias baixas de 1,6% (FERREIRA
et al., 2010) e 1,4% (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2011). Braga et al. (2017) relataram a
primeira infeccdo mutua por Ehrlichia spp. (similaridade genética com E. canis) entre um
gato doméstico domiciliado e o carrapato Rhipicephalus sanguineus s. |. removido deste
animal, reforcando o questionamento sobre qual seria a importancia dos gatos como
reservatorios de E. canis e também sobre a posi¢do destes animais no ciclo de transmissdo de
carrapatos entre cdes e gatos. Porém, os autores questionam também se a presenca da
Ehrlichia no carrapato poderia ser resultante da espoliacdo no gato infectado ou, a infecgédo
foi transmitida ao gato através da picada do carrapato infectado, sendo que mais estudos sdo
necessarios para elucidar o status do gato na epidemiologia da E. canis (BRAGA et al., 2017).
A baixa frequéncia de carrapatos em gatos pode estar relacionada, além do fato de nédo
serem 0s hospedeiros preferenciais, ao habito de higienizacdo dos gatos, o que leva a remocéo
dos ectoparasitos, a ndo ser que estes estejam fixados em uma regido do corpo de dificil
acesso para o animal, como é o caso da cabeca. (SILVA et al., 2007). Para Thomas et al.
(2016), a carga de carrapatos encontrada em gatos pode ser subestimada, j& que em seu
estudo, dos 68 gatos infestados por carrapatos, 54,7% encontravam-se nos estagios imaturos
(larva ou ninfa) e que, por apresentarem dimensdes muito reduzidas ha maior dificuldade de
serem visualizados pelos proprietéarios e também por veterinarios que ndo estdo habituados a
uma inspe¢do mais minuciosa.

Com excecdo dos micoplasmas hemotrdpicos, trabalhos sobre a ocorréncia de
patdgenos transmitidos por vetores em felinos ainda séo escassos no Brasil. Estudos prévios,
assim como o presente trabalho, reforcam a existéncia de circulacdo destes agentes em felinos
e a maior suscetibilidade de gatos errantes e semi-domiciliados a exposi¢édo por ectoparasitos
e aos patdgenos que eles transmitem (LOBETTI & LAPPIN, 2012; SILAGHI et al., 2014;
ANDRE et al., 2017; PERSICHETTI et al., 2018). O uso de técnicas de biologia molecular
contribuiu de maneira significativa para a descri¢cdo de novas espécies ou cepas de patdgenos
e, consequentemente, forneceu maiores perspectivas para estudos que envolvem infeccdes nao
tdo exploradas na medicina felina (ALLISON & LITTLE, 2013).

Os diagndsticos esporadicos nessa espécie animal podem ser devido a fatores como a

falta de conhecimento de agentes transmitidos por carrapatos, ja que ndo sao tdo difundidos
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para felinos como é para os cdes, o que leva a serem subdiagnosticados, possibilidade de
patogenicidade reduzida dos agentes em comparagdo com outras espéecies, remogdo rapida dos
carrapatos devido ao héabito de limpeza dos felinos, que pode resultar na diminui¢do da
oportunidade de transmissdo e a falta ou negligéncia de diagndsticos confidveis que levem a
confirmacéo dos casos (BREITSCHWERDT et al., 2002).

Ao considerar o diagnostico citologico, ldminas de sete animais (14%) apresentaram
estruturas sugestivas de A. platys, sendo que destas, quatro (8%) tiveram resultado positivo na
PCR utilizando alvos especificos. Resultado semelhante foi descrito por Correa et al., (2011)
observaram menos de 1% de inclusdes plaquetarias ao analisar laminas de esfregacos de 91
gatos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

Considerando que 37,3% (78/209) dos gatos foram positivos no teste molecular especifico
para A. platys, o método de diagnostico por esfregacos sanguineos € considerado de baixa
sensibilidade e seu uso pode ser bastante desafiador. Precipitados de corante, corplsculo de
Howell-Jolly e outros artefatos podem ser facilmente confundidos gerando resultados falso-
positivos. Além disso, no caso de suspeita de micoplasmas hemotropicos, a presenca de
anticoagulantes como EDTA e heparina pode causar o desprendimento do hemoplasma dos
eritrocitos com o passar do tempo (TASKER et al., 2003; TASKER, 2010). A fase da
infeccdo também é outro fator que pode influenciar na sensibilidade do exame, sendo que na
fase crbnica, formas parasitarias sdo raras e mais dificeis de serem detectadas (ALLISON &
LITTLE, 2013).

Um animal apresentou estrutura intraeritrocitaria caracteristica da fase de merozoitos,
tipica de piroplasmideos, porém, este mesmo animal ndo teve resultado molecular positivo na
PCR genérica para organismos da ordem Piroplasmida e nem na PCR especifica para a
espécie C. felis. A baixa parasitemia, sequestro do patdégeno para outros tecidos e até mesmo
uma limitacdo da técnica utilizada podem ser consequéncias da ndo deteccdo molecular
(PERSICHETTI et al., 2018). Nenhuma lamina apresentou inclusées basofilicas em celulas da
linhagem leucocitaria sugestivas de outros agentes riquetsiais. (Ehrlichia spp., Anaplasma
spp.)

Na PCR genérica para organismos da ordem Piroplasmida, foram detectados 27,9%
(58/209) animais positivos, sendo que destes, cinco (2,4%) foram positivos para a reacdo
utilizando alvo especificos para C. felis. Apesar de considerada fatal para gatos domesticos, a
cytauxzoonose ja foi detectada em gatos domésticos assintomaticos naturalmente infectados,

0 que levantou a hipdtese destes animais poderem se comportar como possiveis reservatorios.
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Foi constatado também que os animais podem persistir com o0 patégeno por tempo
indeterminado. (MEINKOTH et al., 2000; HABER et al., 2007; BROWN et al., 2008).
Apesar da maioria dos relatos da infeccdo por C. felis ocorrerem nos EUA, mesmo em regides
consideradas endémicas no pais, as taxas de prevaléncias podem ser muito variaveis, como €
0 caso do que foi reportado por Brown et al. (2010) que encontraram 28% em gatos ferais nos
estados de Arkansas e Georgia. Por outro lado, Rizzi et al. (2015), reportaram somente 6% em
gatos domésticos saudaveis de areas endémicas dos estados do Oklahoma, Missouri e
Arkansas. Acredita-se que o numero de casos em gatos possa estar relacionado com a
expansdo do vetor Amblyomma americanum, que por sua vez esta relacionado com a
expanséo da populacédo do seu hospedeiro preferencial, os cervos-da-cauda-branca. No Brasil,
os relatos sdo geralmente esporadicos, sendo que o primeiro diagnostico molecular baseado
no gene 18S rRNA foi em dois felideos silvestres [uma onca-pintada (Panthera onca) e um
gato-do-mato (Leopardus tigrinus)] mantidos em um zooldgico, e que apresentaram 99% de
similaridade com C. felis ap6s sequenciamento nucleotidico (PEIXOTO et al., 2007). Maia et
al. (2013) fizeram o primeiro relato de infeccdo por C. felis em um gato doméstico
domiciliado que apresentava coinfeccdo com ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ com
desidratacdo, anorexia, prostracdo e vomito.

Considerando a deteccdo deste patdgeno, no presente trabalho fica evidente a necessidade
de mais estudos sobre a circulagdo de Cytauxzoon spp., incluindo C. felis, tanto em felinos
silvestres como domeésticos, além de trabalhos que auxiliem na descoberta de potenciais
vetores e reservatorios naturais, ja que ainda ndo se conhece qual vetor pode ser o responsavel
pela transmissdo no Brasil. Quatro amostras foram enviadas para sequenciamento
nucleotidico com a finalidade de confirmar o diagnéstico para o patdgeno em questdo, porém,
nao houve sucesso.

Infelizmente nédo foi possivel obter a confirmacao do resultado para sete amostras positivas na
PCR genérica para representantes da ordem Piroplasmida através do sequenciamento
nucleotidico. E importante ressaltar que os iniciadores utilizados nesta reagdo possuem como
alvo sequéncia parcial do gene 18S rRNA, regido considerada estavel entre piroplasmideos
proximos filogeneticamente, incluindo, além do Cytauxzoon spp., Babesia spp. e Theileria
spp., além de ser capaz de detectar outros membros do filo Apicomplexa, como Sarcocystis e
Hepatozoon (ZAHLER et al., 2000; SILVEIRA et al., 2011). Novas tentativas de
sequenciamento nucleotidico serdo futuramente realizadas. A utilizacdo de iniciadores

especificos para diferentes alvos moleculares também sera considerada.
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Poucos também sao os relatos de infeccdo pelo protozoario T. evansi em gatos, sendo que
este € o primeiro trabalho a relatar gatos domésticos naturalmente infectados pelo agente na
cidade de Belo Horizonte, MG, Brasil. A deteccdo molecular em 54 (25,8%) animais pode ser
considerada representativa e importante j4 que, até entdo, a regido ndo é considerada
endémica para o agente. O principal mecanismo de transmissdo de T. evansi nas Américas
ocorre de maneira mecéanica através de moscas hematdfagas, embora a transmissdo por via
oral possa ser importante principalmente para animais carnivoros. Gatos, assim como 0s
demais felideos possuem agucado comportamento de caca e a ingestdo de presas infectadas,
como roedores, gambas (marsupiais) e morcegos, 0os quais ja foram reconhecidos como
reservatérios do agente (HOARE, 1965), pode ser uma das formas de aquisicdo do
protozoario pelos gatos (DESQUESNESS, 2004).

Em 2010, Nunes et al. (2012) detectaram, atraves de PCR, dois cavalos positivos para
T. evansi em uma fazenda localizada no municipio de Itabira, MG. Os autores sugerem que 0
patdgeno tenha sido introduzido ap6s aquisicdo de um equino proveniente de uma regido
endémica do sul do Brasil. Recentemente, quatis (Nasua nasua) do Parque das Mangabeiras,
também localizado também na cidade de Belo Horizonte, MG, tiveram 0 protozoario
detectado molecularmente (ESTEVAM et al., 2020). Na regido do Pantanal, os quatis ja séo
reconhecidos como reservatérios do agente, junto as capivaras (HERRERA et al, 2004). Estes
achados no estado de Minas Gerais levantam a hip6tese de que a circulacdo de T. evansi esta
ocorrendo, porém ainda sdo necessarios mais estudos epidemioldgicos com a realizacdo de
acOes de vigilancia e monitoramento do agente tanto em animais silvestres como domésticos
afim de esclarecer se 0 estado de Minas Gerais ainda pode ser considerado como nao
endémico, j& que se trata de uma doenca de notificacdo de acordo com o Codigo Sanitario de
Animais Terrestres da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) (OIE, 2019). Como nao
houve sucesso no sequenciamento nucleotidico, novas tentativas serdo realizadas futuramente
para que se obtenha melhor caracterizacdo do agente detectado.

Felinos sdo frequentemente acometidos por espécies de micoplasmas hemotropicos.
Segundo Tasker (2010) até 10% dos gatos considerados saudaveis podem estar infectados
com hemoplasmas felinos a qualquer momento de sua vida, além destes poderem se
comportar como portadores cronicos, sendo que um resultado de PCR positivo nem sempre
esta correlacionada com a presenca de doenca clinica hemoplasmatica.

Tal fato pode explicar a alta prevaléncia de micoplasmas encontrada nos gatos do
POQMARG (48,8%), os quais foram considerados clinicamente saudaveis apesar de exames

hematoldgicos ndo terem sido realizados. No Brasil, estudos anteriores reportaram



81
prevaléncias variadas de acordo com os estados onde foram realizados como S&o Paulo (32%)
(ANDRE et al., 2014), Rio Grande do Sul (21,3%) (SANTOS et al., 2009), Distrito Federal
(13,8%) (AQUINO et al., 2014) e Maranhéo (12%) (BRAGA et al., 2012).

A espécie ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm) foi a mais frequente
(18,7%), seguido pelo Mycoplasma haemofelis (Mhf) (4,3%) e por Gltimo ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’ (CMt), com menos de 1% de gatos infectados. Apesar das taxas de
prevaléncias serem variaveis entre as diferentes regides geograficas ao redor do mundo, na
maioria dos estudos, CMhm tem sido o micoplasma mais relatado enquanto que Mhf e CMt
0s menos frequentes, como também foi observado por Willi et al. (2006) ao avaliarem 716
gatos domiciliados doentes e/ou saudaveis com taxa de infec¢do de 8,7% para CMhm, 2,3%
para Mhf e 0,2% para CMt. Sykes et al. (2008), ao avaliarem amostras de 310 gatos com
suspeita de hemoplasmose, obtiveram uma taxa de prevaléncia de 23,2% para CMhm, porém
a infeccdo por CMt foi observada em 6,5% dos animais, enquanto que Mhf em 4.8%. No
Brasil, Braga et al. (2012), ao avaliarem 200 amostras de gatos semi-domiciliados
clinicamente saudaveis na cidade de S&o Luis, MA, Brasil, detectaram através de PCR, 20
animais (10%) positivos para CMhm, cinco (2.5%) para Mhf e quatro para CMt, também
utilizando iniciadores baseados no genel6S rRNA.

Seis animais (2,9%) apresentaram coinfec¢do entre CMhm e Mhf. De forma similar,
Braga et al. (2012) encontraram 5/200 (2,5%) gatos do municipio de Sdo Luis, MA também
coinfectados por essas espécies. Coinfeccdo por Mhf e CMt foi detectada em um (0,5%)
animal. Resultado semelhante foi obtido por Aquino et al. (2014), com 2/432 (0,4%) dos
gatos coinfectados pelas duas espécies em um levantamento realizado em Brasilia, DF, com
animais provenientes do atendimento no hospital veterinario e clinicas particulares, abrigos e
ferais. A coinfeccdo entre mais de uma espécie de micoplasma pode ocorrer uma vez que ndo
ocorre imunidade cruzada entre elas, porém estudos experimentais tém demonstrado que pode
ocorrer imunidade protetora contra a reexposicdo para CMt e Mhf (NOVACCO et al., 2012;
HICKS et al., 2015).

Como citado anteriormente, Mhf é reconhecida como a mais patogénica e frequentemente
esta associada por causar quadros de anemia hemolitica durante a fase aguda da infeccéo
(TASKER, 2010; BARKER, 2019). Trabalhos de infeccdo experimental demonstraram que a
infeccdo mista por CMhm e Mhf levavam gatos a desenvolverem doenga clinica mais
significativa do que a infeccdo por somente uma das espécies. Também j& foi relatado que a
coinfecgdo com os virus FIV ou FeLV podem agravar os sinais clinicos (WESTFALL et al.,
2001; GEORGE et al., 2002). Os gatos avaliados neste trabalho foram considerados
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clinicamente saudaveis e a avaliacdo de infeccdo por FIV/ FeLV assim como exames de
pardmetros hematoldgicos e bioquimicos ndo foram realizados durante os anos das coletas
(2015 a 2018).

Foi encontrada associacgdo estatisticamente significativa para infeccdo por Mhf em relagéo
ao animal ser macho e adulto, assim como também foi relatado anteriormente por Willi et al.,
(2006) e Sykes et al., (2008). Tal fato reforca ainda mais a hipdtese de que a rota de
transmissdo horizontal por contato direto possa ser mais importante nesses animais do que
atraves da picada de pulgas (TASKER, 2010; SILAGHI et al, 2014).

Os gatos ndo sdo conhecidos até 0 momento por servir como hospedeiro reservatorio para
qualquer agente da familia Anaplasmataceae. Os patdgenos sao mantidos em ciclos naturais
no ambiente e 0s gatos aparentemente sdo infectados quando acometidos por carrapatos
infectados, principalmente se a regido for considerada endémica tanto para o vetor quanto
para 0 agente etiologico (DRYDEN et al., 2004). A ocorréncia de gatos infectados por
A. platys vem sendo recentemente documentada na literatura, porém os dados obtidos ainda
sdo insuficientes para que se compreenda qual a importancia dos felinos na cadeia
epidemioldgica deste agente. No presente estudo, A. platys representou a maior frequéncia
(37,3%) entre os agentes Anaplasmataceae de granulocitos e plaquetas. Resultado semelhante
foi encontrado por Zobba et al., (2015), que obtiveram uma frequéncia de 31,1% em 45 gatos
avaliados oriundos do atendimento em hospital veterinario. No Brasil, Correa et al., 2011,
detectaram DNA de A. platys em 13,18% dos 91 gatos amostrados. Pinto et al., 2018, ao
avaliarem amostras de 60 gatos também atendidos em hospital veterinario, encontraram uma
frequéncia de 20%. Estes dados sugerem que a infeccdo por A. platys possa ser
subdiagnosticada em felinos, ja que pesquisas apontam que a infeccdo possa ter carater
brando ou até mesmo assintomatica nesses animais (HARVEY, 2006; GAUNT et al., 2010).
Até o momento, ndo se sabe qual vetor pode ser o responsavel pela transmissdo, porém um
estudo recente demonstrou que carrapatos R. sanguineus sensu stricto sdo capazes de
transmitir o agente de forma eficaz (SNELLGROOVE et al., 2020).

Nenhuma amostra foi positiva por PCR especifico de A. phagocytophilum, porém,
considerando que o agente ja foi detectado em carrapatos A. cajennense e R. sanguineus
coletados de cdes domésticos (SANTOS et al., 2013) e relatos de cdes residentes da cidade de
Belo Horizonte, MG, que tiveram DNA de A. phagocytophilum detectado molecularmente
(SILVEIRA et al., 2015; SILVEIRA et al.,, 2017), é importante que se prossigam com

trabalhos de monitoramento, assim como a investigacdo dos provaveis vetores reservatorios.



83

Amostras positivas foram detectadas no PCR genérico para agentes Anaplasmataceae de
agranulécitos (44/209) tendo como alvo o gene 16S rRNA, porém, em nenhuma obteve-se
sucesso no sequenciamento nucleotidico. Da mesma forma para os demais resultados
inconclusivos, novas tentativas de sequenciamento nucleotidico serdo futuramente realizadas,
além de considerar o uso de iniciadores especificos para outros alvos moleculares, ja que em
Minas Gerais ja foi relatada a ocorréncia de E. chafeensis em cervideos brasileiros
(SILVEIRA et al., 2011).

Nenhum animal teve DNA de E. canis detectado neste trabalho ao utilizar iniciadores
especificos. O mesmo resultado foi encontrado por André et al. (2014) e Malheiros et al.
(2016). A auséncia do patdgeno no sangue periférico devido ao sequestro destes por tecidos
como baco e linfoide, que geralmente ocorre durante as fases subclinicas ou crénicas da
doenca, podem explicar o resultado negativo. Além disso, limitacdes da técnica utilizada
também podem ser considerados.

Por outro lado, trabalhos onde houve deteccdo de Ehrlichia spp. em gatos utilizando
nested PCR para o alvo 16S rRNA e com similaridade para Ehrlichia canis apresentaram taxa
de positividade de apenas 1% (2/200) em gatos do estado do Maranhdo (BRAGA et al., 2012)
e 1,4% em gatos domiciliados e atendidos em clinicas particulares do estado do Rio de
Janeiro (GUIMARAES et al., 2019).

Em relacdo a auséncia de associagdo estatisticamente significativa entre a infestacdo por
ectoparasitos e os resultados obtidos pelas PCRs para os hemopatdgenos pesquisados, tal
resultado pode ter sido em decorréncia do baixo nimero de animais que tiveram ectoparasitos
coletados/encontrados.

Apesar dos métodos moleculares auxiliarem nos diagnésticos de hemopatégenos, as
inferéncias sobre a identificacdo dos agentes que circulam em gatos devem ser feitas de
maneira criteriosa, principalmente para agueles que ainda ndo possuem a cadeia de
transmissdo totalmente conhecida. Tais analises moleculares sdo importantes para elucidar se
estes agentes, que estdo circulando, possam se tratar de espécies novas ou ja descritas ou
possam representar subespécies ou cepas. O isolamento em culturas, no caso dos agentes
riquetsiais, é essencial em processos que envolvem a descrigdo completa e caracterizagdo de
organismos em amostras clinicas, porém, para espécies como A. platys, o sucesso em cultivo
celular ainda ndo foi reportado na literatura (ALISSON & LITTLE, 2013).

Mais andlises devem ser futuramente realizadas para obter melhor caracterizacdo
molecular destes agentes e de outros que ndo obtiveram resultados conclusivos para demais

agentes da ordem Piroplasmida e familia Anaplasmataceae.
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Felideos representam importante papel na cadeia de transmissdao da toxoplasmose por se
comportarem, além de hospedeiros intermediérios, como os Unicos hospedeiros definitivos.
Sabe-se que a transmissdo pode ocorrer através da ingestdo de cistos teciduais presentes em
carnes cruas ou malcozidas e pela ingestdo de alimentos, principalmente frutas e hortalicas, e
agua contaminados por oocistos eliminados nas fezes de felinos (CANON-FRANCO et al.,
2013). Apesar do felino eliminar os oocistos por um curto periodo de tempo, estes podem
permanecer viaveis no ambiente por longos periodos, caso as condi¢fes climaticas sejam
favoraveis. Ja& foi observado que gatos domeésticos que vivem socialmente em grupos
usualmente defecam nas chamadas “latrinas”, ou seja, areas que foram estabelecidas pelos
préprios animais para realizarem a deposicdo de suas fezes, o que leva a uma grande
concentragédo de oocistos nestes locais e, portanto, a um maior risco de infec¢des para animais
e humanos (CORBETT, 1983). Mesmo ndo tendo sido avaliado, é provavel que os gatos do
PGQMARG também apresentem tal comportamento, o qual parece ser comum até para outras
espécies de felideos, portanto, 0 monitoramento do T. gondii em gatos em locais onde ha
grande circulacdo de pessoas é de suma importancia do ponto de vista de satde publica. Este é
o0 primeiro levantamento soroepidemiologico para T. gondii realizado nos gatos do PQMARG.
A soroprevaléncia encontrada nos gatos do presente estudo através da RIFI e ELISA

foram respectivamente de 19,6% e 21%. Apesar da soroprevaléncia para T. gondii nesses
animais em todo o mundo ser estimada em 30- 40%, muitos sdo os fatores que podem
influenciar na ocorréncia da infec¢do. Um dos principais influenciadores na prevaléncia de T.
gondii em gatos € o estilo de vida deste, sendo que geralmente, estudos com gatos ferais e ndo
domiciliados apresentam maiores soroprevaléncias devido, principalmente, ao habito de cacga
desses animais, em relacdo a gatos domiciliados (DUBEY, 2010). Considerando o estilo de
vida dos gatos do presente estudo, a prevaléncia encontrada foi relativamente baixa. Apesar
destes animais viverem livremente no parque, hd a interferéncia humana, a qual
frequentemente disponibiliza direta ou indiretamente alimentos a esses animais, o0 que pode
fazer com que os felinos residentes no parque ndo precisem cacar para se alimentarem e,
consequentemente, deixam de ingerir presas que possam estar infectadas por cistos teciduais
de T. gondii. Resultado semelhante foi obtido por Afonso et al., (2006), que encontraram uma
prevaléncia de 18,6% (56/301) em uma populacdo de gatos que habitavam parques e outros
locais publicos na cidade de Lyon na Franca, porém, o método diagnostico utilizado foi o
Teste de Aglutinagdo Modificado (MAT). No Brasil, Pereira et al., (2018) encontraram uma
prevaléncia de 18% através da RIFI (cut off 1:64) entre os 172 gatos ndo domiciliados que

frequentavam condominios no bairro Barra da Tijuca, na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.
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Por outro lado, altas prevaléncias 50,5% (101/200) ja foram reportadas em gatos semi-
domiciliados no Maranh&o através da RIFI (BRAGA et al., 2012). Em Fernando de Noronha,
a soroprevaléncia em gatos domiciliados e ferais foi de 59,3% (70/118) também obtido por
RIFI (cut off 1:16) (COSTA et al., 2012).

Ainda ndo existe um consenso sobre o cut off ideal para diagndstico soroldgico da
toxoplasmose em felinos por RIFI, oscilando entre 1:16 e 1:64 na maioria dos estudos (revisto
por Dubey et al., 2020). Foi encontrada uma étima concordancia (0,92) do teste ELISA em
relacdo a RIFI (cut off 1:16), o qual é considerado teste padrdo para diagnostico de
toxoplasmose. Resultados semelhantes foram encontrados por Gyorke et al. (2011), os quais
observaram boa concordéncia do teste ELISA em relagcdo ao MAT, e Can et al. (2014), que
obtiveram excelente concordancia entre ELISA em relacdo a RIFI. Considerando estes
resultados, o teste ELISA pode ser uma alternativa interessante em novos estudos de
levantamento com grande numero de individuos pelas vantagens de fornecer resultados em
menor periodo de tempo e a leitura destes ser realizada de forma automatizada.

Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a faixa etaria dos felinos e
a positividade por RIFI ou ELISA, sendo que os animais adultos apresentaram maior indice
de positividade em ambos 0s testes. Resultados semelhantes foram reportados por Afonso et
al. (2006) e Cardia et al. (2011) com gatos errantes. Segundo Dubey (2010), a
soropositividade tente a aumentar com a idade devido ao fato de que gatos mais velhos
tiveram mais oportunidades de adquirir a infeccdo, sugerindo que a transmissdo pos-natal seja
a forma predominante de infec¢do também nos gatos do PQMARG.

Afonso et al. (2006) observaram a presenca significativa de anticorpos 1gG em filhotes
com um més de idade, seguido por uma diminuigdo na prevaléncia aos 3-4 meses de idade. Os
autores consideram que isso corresponde ao fato da transferéncia de anticorpos de mées para a
prole ocorrer, essencialmente através do colostro. No mesmo trabalho foi observado que a
soroprevaléncia aumentou em gatos a partir do 5-6 meses de idade, correspondendo ao inicio
do comportamento de exploracdo do territério e da atividade de caca, que consequentemente
levam a oportunidades de contato com T. gondii.

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre o sexo dos felinos e a
positividade por RIFI ou ELISA. O mesmo foi constatado por Coelho et al., (2011) entre
gatos errantes de areas urbanas e rurais do municipio de Andradina- SP e Cardia et al. (2011)
em Aracatuba-SP, o que sugere que fémeas e machos estdo igualmente suscetiveis & infeccao.

Considerando que houve uma ocorréncia de 3% de felinos em provavel fase aguda da

infeccdo por T. gondii (baixa avidez de 1gG) é sugestivo que a transmissdo efetiva de T.
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gondii possa ocorrer no PQMARG provavelmente pela ingestdo de cistos teciduais contendo
bradizoitos que possam estar presentes em animais predados pelos gatos. Até o momento,
sabe-se que oocistos sdo pouco infectantes patogénicos para gatos (DUBEY, 2006), porém a
infeccdo por oocistos pode ter maior importancia na infeccdo de outros animais e de seres
humanos. Dabritz et al. (2007) estimaram que a contaminacdo ambiental anual por oocistos
eliminados nas fezes de felinos domésticos naturalmente infectados pode variar de 94 a 4.671
oocistos/m?. Portanto, estudos de soroprevaléncia de T. gondii, somados a avaliagdo de
oocistos viaveis no solo, sdo 6timos como indicadores de contaminacdo ambiental.

Foi observado alta frequéncia de animais soropositivos e/ou coinfectados (89%) por
dois ou mais patdgenos. Outros estudos reportaram a existéncia de coinfeccéo entre diferentes
agentes transmitidos por vetores em gatos (ANDRE et al., 2017; PERSICHETTI et al., 2018)
sendo que alguns incluem também a soroprevaléncia para T. gondii assim como feito no
presente trabalho (LOBETTI & LAPPIN, 2012; SILAGHI et al., 2014). Persichetti et al.,
(2018) compararam as taxas de coinfeccdo de dois ou mais agentes transmitidos por vetores
entre gatos que ndo eram totalmente domiciliados (37,3%) e gatos totalmente domiciliados
(19%) e concluiram que a exposi¢do a ectoparasitos devido ao estilo de vida do gato somado a
tratamentos ineficazes com ectoparasiticidas podem ser apontados como fatores de risco para
o0 animal apresentar mais de um patdégeno concomitantemente. Os autores consideram também
que semelhancas epidemioldgicas compartilhadas por alguns dos agentes transmitidos por
vetores podem ser responsaveis pelas coinfec¢fes. Porém, outros fatores como as interacdes
patogénicas dos agentes também concorrem para se manterem no hospedeiro. Dependendo do
patdgeno, infeccbes concomitantes podem influenciar no curso clinico do animal, porém, para
a maioria destes ainda nédo se conhece totalmente os mecanismos patogénicos envolvidos em
gatos, que podem ou ndo apresentar alteracdes clinicas ou laboratoriais associados
(PERSICHETTI et al., 2018).

Ainda existem muitas lacunas referente as doencas transmitidas por vetores em gatos
domeésticos, como o papel que estes podem desempenhar na cadeia de transmisséo,
ressaltando-se a importancia de mais estudos uma vez mais que ja foi constatado a circulacdo
de patdgenos que possam ter importancia na clinica de felinos e também para salde publica.

Além disso, sugere-se que trabalhos com abordagem em saude Unica, que envolvam
outros animais que coabitam o parque, incluindo artrépodes que possam ser potenciais vetores
sejam futuramente postos em pratica. A integragdo de estudos do ambiente, com a fauna ali
existente e também a insercdo do ser humano neste meio é de fundamental importancia para

auxiliar no melhor entendimento da cadeia de transmissdo e riscos potenciais. Estes seriam 0s
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primeiros passos para que sejam discutidas possiveis aces de controle e prevencdo, uma vez
que as doengas transmitidas por vetores possuem uma epidemiologia complexa que envolve
diferentes hospedeiros vertebrados e invertebrados que ainda permanecem desconhecidos para
diversas espécies. (DANTAS-TORRES, CHOMEL & OTRANTO, 2012).

Neste momento, as recomendacdes de prevencdo e controle para esta problematica,
estdo concentradas na continuidade das seguintes agdes: continuidade do controle
populacional dos gatos presentes no parque; o acompanhamento das colbnias; o uso de
equipamentos de protecdo individual para os profissionais que manejam estes animais e 0
treinamento dos mesmos com a finalidade de reduzir o estresse para o gato, além de evitar a
ocorréncia de acidentes que envolvam tanto o manipulador quanto o animal; e a
conscientizacdo da populacdo sobre questdes como o abandono e posse responsavel, a qual

deve ser feita de maneira continuada e abranger todas as idades e publicos.
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7. CONCLUSAO

A prevaléncia de ectoparasitismo foi considerada baixa, sendo que as espécies
encontradas foram pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis e Ctenocephalides canis e
piolhos da espécie Felicola subrostratus;

Através da leitura das laminas de esfregaco sanguineo, foi possivel verificar a presenca de

inclus@es plaquetarias basofilicas que sdo sugestivas da infeccdo por Anaplasma platys;

Foi detectada a presenca de DNA de Cytauxzoon felis, Anaplasma platys e das trés
espécies de micoplasmas hemotropicos de importancia em felinos (Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ através da

PCR utilizando iniciadores para alvos especificos;

Houve a detec¢do molecular, através da PCR utilizando iniciadores para alvo especifico,
de Trypanosoma evansi, sendo esta a primeira descri¢cdo deste parasito em gatos naturalmente

infectados de Minas Gerais;

A soropositividade para Toxoplasma gondii foi determinada através dos testes de RIFI e
ELISA e considerada baixa para os gatos do PQMARG, sendo este o primeiro estudo de

soroprevaléncia da toxoplasmose felina realizado no local;

Foi observado uma 6tima concordancia do teste ELISA em relacdo ao RIFI na sorologia
para T. gondii, sendo o ELISA um teste de facil execucdo, leitura automatizada e pratico para

levantamentos soro epidemioldgicos da toxoplasmose felina;

A ocorréncia de animais com anticorpos 1gG anti-T. gondii de alta avidez nos soros dos
felinos analisados demonstrou que a maioria dos animais se encontram na fase cronica da

infecgéo;

As associagdes estatisticamente significativas foram encontradas entre o sexo e faixa
etaria do animal e a infec¢do por M. haemofelis, sendo que os gatos machos adultos tiveram
maior frequéncia de infecdo por esse agente e faixa etaria (adultos) e soropositividade para T.

gondii.
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ANEXO 1

Anexo 1. Autorizagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

L oy
e ] _ CEUA
W e COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
CERTIFICADO

Cerificamos que o Protocolo n®. 185 / 2016, relativo ao projeto intitulado *MANEJO DE GATOS COMUNITARIOS NO MUNICIPIO
DE BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS", que fem como responsavel Jilia Angélica Gongalves da Silveira, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 11/10/2016. Este cerificado espira-se em 11/10/2021.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 185 / 2016, related to the Project entilted “*CATS COMMUNITY MANAGEMENT IN
MUNICIPALITY BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS”, under the supervision of Julia Angélica Gongalves da Silveira, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUAMIFMG), and was approved in 11M10/2016. This cerificates expires in 11/10/2021.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUAFMG
Belo Horizonte, 11/10/2016.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
hitps:/fwww ufmg.brihioeticalcetealceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
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ANEXO 2

Anexo 2. Termo de Autorizacdo Institucional entre Universidade Federal de Minas Gerais e Secretaria Municipal de Saude/
Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte.
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Anexo 2. Continuagéo.

PREFENTURA MUNKIFAL sSuUs
\ D B120 HORIZON T

-

Esia autonzagio refere-se 3 parcena frmada entre 3 Gerénca de Controle O8 Zoonoses 08 Secrelana
Muniapal de Salce da Profeitura de Belo Honzonte para realzaglc do Projeto de Pesquisa “MANEJO DE
GATOS COMUNITARIOS NO MUNICIPIO DE BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS", que tem como
objetvos especificos

« Caractenzar cs gatos comunitanios analisados quanto as vanaves: espéce, sexo (macho e fémea), idade
{hihote. jovem e adulio). conddo corporal. snais dincos especificos, dagndstico presuntivo & o local de
ongem e destinaglo

- ientificar agentes etiologicos potencialmente patcgénicos (parasitics, virus ¢ bactérias) e de impertancia
am savde pobiica Nos Qalos COmuMIAncs @studados,

- Avalar naicadorngs ca bam aslar anmal elaconacos A dmensio Sanitana @ comportamental.

- Determinar 8 dstribul¢3o espacial 0as coldnias no nlerior das dreas plbiicas (parques. entre oulros) & nNo
municipio de Belo Monzonte caratterzanco o grau de dependénca do homemn e sua assocagho com os
PAOZeNcs enconlrados @ Caraclerishicas MNscas o de bam estar,

- Realizar 3 cirurgia de estenizacao nos Qatos capturados (Machos e fémeas) e promover agdes ce
adoglo cu ra mpossblidade desta retorno para © ambrente de angem;

- Avaliar 08 custos e o8 fslores facltadores e dificultadores pars a mplantacdo do manejo de gatos
comunitanos om Belo Horzante

Autonzo a coleta de dados relaivos 305 anMals Capturados @ 30 ambients em Que 58 encontra, assm
como de amostras bioldgicas. conforme explotado no projelo de pesquisa sama refendo.
Crente dos objetivos @ Metodoiogia da PESqUSa CONCONdo em fomecar 10008 08 Subsios Para seu
desenvolvmento. desde que seam aszegurados O requistos abaixe:
e  Cumpomentio das determmnacdes ebcas da Lei no 11.794, de 08.10.2008 do CONCEA
o Esta pesgusa sera realizady em congpninoa com as atvidades rotineras previstas no servico
€ NBO haverd Nanhuma 0espess para esls INstitudo que &8 dacorrente ds participado na
pequsa
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