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RESUMO

Estudos epidemiolégicos de agentes transmitidos por carrapatos sdo mais descritos em cées
quando comparados aos gatos. Anaplasma spp. € um dos principais causadores de doencas
transmitidas por vetores, estes agentes sdo bactérias Gram negativas da familia
Anaplasmataceae, que é composta por espécies como A. phagocytophilum, A. marginale, A.
bovis, A. centrale, A. ovis e A. platys. Sdo responsaveis por infectar células sanguineas como
eritrécitos, plaquetas e leucocitos de vertebrados, sendo capazes de formar mérulas no interior
das células infectadas. A patogenia para anaplasmose é melhor esclarecida com relagcdo a
espécie A. phagocytophilum, especialmente em cdes, porém ela pode acometer cavalos,
ruminantes, gatos e até humanos. Em geral, os agentes sdo transmitidos pela picadade
carrapatos pertencentes ao género Ixodes ou Rhipicephalus sanguineus, que estdoentre 0s
principais vetores da doenca. Seus sinais clinicos sdo inespecificos, visto que anorexia, letargia,
febre, desidratacdo e anemia sd@o os achados nos hospedeiros sintomaticos, porém casos
assintomaticos podem ocorrer, onde o animal é portador e pode transmitir mesmo que nédo
apresente manifestacdes clinicas. O diagnostico da enfermidade pode ser direto ou indireto,
porém os metodos moleculares apresentam maior sensibilidade na deteccao do agente. Portanto,
esse estudo buscou relatar a ocorréncia de Anaplasma spp. em gatos domesticos por meio de
PCR, porém, apresentou negatividade nas amostras testadas. Sendo assim, realizou-se a analise
epidemioldgica acerca de sexo, raca idade e status para algumas doencas infecciosas, bem como

teorizou-se sobre 0s possiveis motivos das amostras terem sido negativas.

Palavras-chave: Anaplasmose; felinos; PCR.



ABSTRACT

Epidemiological studies of tick-borne agents are more frequently described in dogs compared
to cats. Anaplasma spp. is one of the main causes of vector-borne diseases, these agents are
Gram-negative bacteria from the Anaplasmataceae family, which is made up of species such
as A. phagocytophilum, A. marginale, A. bovis, A. centrale, A. ovis and A. platys. They are
responsible for infecting blood cells such as erythrocytes, platelets and leukocytes of
vertebrates, being capable of forming morulas inside the infected cells. The pathogenesis of
anaplasmosis is best understood in relation to the species A. phagocytophilum, especially in
dogs, but it can affect horses, ruminants, cats and even humans. In general, the agents are
transmitted by the bite of ticks belonging to the genus Ixodes or Rhipicephalus sanguineus,
which are among the main vectors of the disease. Its clinical signs are non-specific, as anorexia,
lethargy, fever, dehydration and anemia are found in symptomatic hosts, however
asymptomatic cases can occur, where the animal is a carrier and can transmit it even if it does
not present clinical manifestations. The diagnosis of the disease can be direct or indirect, but
molecular methods have greater sensitivity in detecting the agent. Therefore, this study sought
to report the occurrence of Anaplasma spp. in domestic cats using PCR, however, it showed
negativity in the tested samples. Therefore, an epidemiological analysis was carried out
regarding sex, race, age and status for some infectious diseases, as well as theorizing about the

possible reasons why the samples were negative.

Keywords: Anaplasmosis; cats; PCR.
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1 INTRODUCAO

Existem muitos patégenos causadores de doencas que possuem sua transmissdo com a
participacdo de carrapatos como vetores e estes sdo mais bem relatados epidemiologicamente
em cdes quando comparados aos gatos (André etal., 2022). Anaplasma spp. pertence a um grupo
de proteobactérias Gram-negativas dentro da familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales
(Harvey et al., 1978). Possui forma cocobacilar e pode ser pleomérfica, contendo
aproximadamente 0,2 - 1,0 micrometros de didmetro (Dumler et al., 2001).

Dente elas, Anaplasma phagocytophilum é capaz de causar anaplasmose granulocitica,
sendo assim, infecta especialmente neutréfilos de diversas espécies animais, como caes,
cavalos, ruminantes, humanos e felinos (Dumler et al., 2001). Essa espécie destaca-se neste
grupo pelo seu potencial zoonotico sendo considerado um agente emergente transmitido por
ixodideos (Silaghi et al., 2017).

Até 2001, A. phagocytophilum pertencia ao género Ehrlichia e compreendia E.
phagocytophila - agente da febre da carraca em ruminantes, E. equi - agente da ehrlichiose
granulocitica equina e o agente da ehrlichiose granulocitica humana (EGH), (Hodzic et al.,
1998). A partir desse ano, houve reorganizacao da classificacdo taxonémica dos membros da
ordem Rickettsiales, especialmente da familia Anaplasmataceae e levou a inclusdo destes
agentes no género Anaplasma, tendo em vista que as mudancas foram baseadas em estudos
moleculares que permitiram a caracterizacdo mais precisa desses agentes (Dumler et al., 2001).

Outra espécie importante relatada em gatos trata-se de Anaplasma platys, um agente que
possui tropismo por plaquetas e é relacionada aos sinais clinicos de trombocitopenia, leucopenia
e anemia (Alberti & Sparagano, 2006).

A termo de citacdo, outras espécies de Anaplasma foram identificadas em diferentes
hospedeiros, onde apresentaram variedade com relacéo ao tropismo celular (Zobba et al., 2015),
sendo Anaplasma marginale, A. bovis e A. centrale responsaveis por infectar eritrocitos de
bovinos e ruminantes selvagens (Dumler et al., 2001), além de A. ovis que infecta a linhagem
sanguinea vermelha de pequenos ruminantes (Renneker et al., 2013).

Portanto, as espéecies de Anaplasma descritas sdo responsaveis por infectar células
sanguineas, como eritrocitos e leucdcitos, além das endoteliais (Munderloh et al., 2004) e da
linhagem megacariocitica (Granick et al., 2009) de varias espécies de vertebrados, onde formam
microcol6nias no interior das células, sendo denominadas de mérulas (Dumler et al., 2001).

Enfatiza-se que os vetores transmissores de Anaplasma spp., bem como as vias de

transmissdo da infeccdo natural ndo estdo totalmente estabelecidas, sendo provavel que a



13

ingestdo de roedores e exposicdo a artropodes sejam importantes formas de infectar os gatos
(Beaufils et al., 1999; Lappin, 2001). Dessa forma, os vetores nos Estados Unidos, séo
ixodideos das espécies I. scapularis e I. pacificus, porém, na Europa, o principal vetor é I.
ricinus (Inokuma 2007; Foley et al., 2008). Em Portugal, identificou-se Anaplasma
phagocytophilum em 1. ricinus e I. ventalloi (Santos et al., 2009). Além disso, a infeccdo por
Anaplasma spp. esté associada a outros ixodideos, como Dermacentor spp. e Rhiphicephalus
sanguineus, embora a sua importancia epidemiolégica esteja, ainda, pouco esclarecida
(Novékova & Vichova, 2010).

A infeccdo por A. phagocytophilum em gatos foi descrita na Suécia, Estados Unidos,
Italia, Espanha, Finlandia, Alemanha, Poldnia e Brasil (Bjoersdorff et al., 1999; Lappin et al.,
2004; Magnarelli et al., 2005; Tarello, 2005; Solano et al., 2006; Billeter et al., 2007; Heikkila
et al., 2010; Ayllon et al., 2012; Hamel et al., 2012; Gorna et al., 2013; Ebani & Bertelloni,
2014; Hegarty et al., 2015; André et al., 2017; André et al., 2022). Além disso, A. platys foi
detectada em felinos do Brasil, Estados Unidos, Tailandia e Italia (Santarém et al., 2005; Lima
et al., 2010; Salakij et al., 2012; Qurollo et al., 2014; Zobba et al., 2015).

1.1 Anaplasma phagocytophilum

A primeira descri¢cdo de anaplasmose granulocitica deu-se em 1932, na Escécia, quando
ovinos foram diagnosticados com parasitismo por Ixodes ricinus (Gordon et al., 1932).
Posteriormente, foi descrita em cavalos, caes, gatos e em 1994, nos Estados Unidos, ocorreu o
primeiro diagnostico em humanos, portanto, considera-se uma zoonose de alto risco para a
salde publica (Dumler et al., 2001). Além disso, A. phagocytophilum foi considerado um
importante agente zoondtico transmitidos por ixodideos na Alemanha (Kohn, 2008).

A patogenia para anaplasmose felina € pouco esclarecida, porém para A.
phagocytophilum ha mais informac6es descritas em outras espécies de hospedeiros, como cées
e humanos (Shaffer & Kohn, 2020). Em geral, o patdgeno é transmitido por meio da picada de
carrapatos do género Ixodes, embora haja evidéncias da espécie Rhipicephalus sanguineus
como vetor, especialmente no Brasil (Woody & Hoskins et al., 1991; Santos et al., 2011).

Os agentes apresentam trés estagios de desenvolvimento: corpusculos elementares,
corpusculos iniciais e morulas. As morulas tém diametro de 0,2 a 1,3 micrémetros, podendo
conter de 1 a 3 vactolos de membrana simples formados por 1 a 18 organismos que se dividem

por fissdo binaria (Campbell, 1994).
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A transmissdo de Anaplasma phagocytophilum aos mamiferos ocorre quando um
carrapato infectado se alimenta do sangue do hospedeiro, por um periodo de 24 a 48 horas e
entdo, dissemina-se pelo corpo do animal por meio do sangue e linfa (Diniz & Breitschwerdt,
2012; Silveira et al., 2015). Essa transmissdo pode ocorrer no estado de ninfa ou adulto
(Nicholson et al.,2010; Day 2011). Porém, ha outras formas de infectar os hospedeiros, como
vias transfusional, perinatal e até transplante de 6érgdos nos humanos (Assi et al., 2007; Kohn
et al., 2008; Shields et al., 2015). O periodo de incubacdo pode variar entre uma e duas semanas
(Woldehiwet, 2010). Além disso, a presenca de A. phagocytophilum foi constatada parasitando
aves migratdrias, um fato que pode colaborar no aumento do seu potencial de transmissao
em animais domesticos e humanos (Leblond et al., 2005; Inokuma, 2007; Stuen, 2007).

Os neutrofilos sdo infectados ao realizarem endocitose do agente, apds adesdo mediada
pela proteina P-selectina (Goodman et al., 1999; Rikihisa, 2006). Ao penetrar a membrana
celular dos fagossomos, ocorre a proliferacdo bacteriana para formagéo das morulas (Popov et
al., 1998). No interior celular, o agente inibe funcGes importantes para o funcionamento dos
neutrofilos, como a motilidade neutrofilica, e a propria realizacdo de fagocitose, além de liberar
radicais reativos de oxigénio e interagir com células endoteliais, que sdo meios para garantir a
sobrevivéncia e proliferacdo do agente (Carlyon & Fikrig, 2006; Garcia-Garcia et al.,2009). A
quebra dos fagossomos e da membrana celular do hospedeiro libera o patdgeno e este pode
infectar outras células e 6rgdos (Roberts & Soave, 1997; Bjoerdorff, 2005).

Nos gatos, A. phagocytophilum causa sinais clinicos inespecificos, como letargia, febre,
reducdo de apetite, desidratacdo, mucosas palidas, taquicardia, dor abdominal e nos membros
(Foley et al., 2003). Nos achados hematologicos relatou- se reducBes significativas no
hematocrito, leucocitose e pancitopenia, enquanto nos exames bioquimicos houve aumento nos
valores das enzimas hepaticas: alanina transaminase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
(Bjoersdorff et al., 1999, Heikkila et al., 2010, Pennisi et al., 2017). Porém, alguns gatos
infectados podem ser assintomaticos, constituindo risco maior de transmissdo por serem
hospedeiros portadores (Heikkila et al., 2010).

O primeiro relato de caso da infec¢do por A. phagocytophilum em um gato ocorreu na
Suécia, em 1999. O episodio foi relatado como erliquiose granulocitica e o agente descrito como
Ehrlichia phagocytophila foi detectado por exame citoldgico, com constatacdo de incluses em
24% de seus neutréfilos, além de sinais clinicos como letargia, anorexia, taquipneia,
desidratacéo e febre (Bjoersdorff et al., 1999).

Em 2004, nos Estados Unidos, descreveu-se que cinco gatos domésticos com

manifestacdo clinica inicial de febre foram testados por meio da reacdo em cadeia pela
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polimerase (PCR) e constatou-se que todos os animais apresentavam infeccdo por A.
phagocytophilum, por meio do sequenciamento genético, que demonstrou 99% de homologia
com o patdégeno pesquisado (Lappin et al., 2004). Na mesma localidade, no ano de 2005,
relatou-se a prevaléncia de anticorpos contra A. phagocytophilum por meio de dois métodos,
imunofluorescéncia indireta (IFA) e ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA), portanto,
detectou-se respectivamente, 30% (28/93) e 38% (35/93) de amostras positivas em soro
sanguineo de 93 gatos, sendo que 90,32% (84/93) eram gatos saudaveis e 9,67% (9/93)
apresentavam sinais clinicos inespecificos como febre, anorexia, claudicacdo e fadiga
(Magnarelli et al., 2005).

Ademais, constatou-se a presenca do patdgeno na lItalia, também em 2005, quando
encontrou-se inclusbes neutrofilicas correspondentes a morulas em 6% (15/250) dos gatos,
sendo que dentre os sinais clinicos observados estavam anorexia, letargia, hiperestesia, e
claudicagéo. Além disso, tratamentos prévios com antibioticos foram relatados em 40% (6/15)
dos gatos e 13,3% (2/15) possuia historico de exposicéo a carrapatos. A deteccdo citoldgica foi
classificada conforme a quantidade de neutrofilos com inclusées, sendo assim, havia felinos
com 1 e até 21% de neutrdfilos afetados e este Gltimo, apresentou vomitos, trombocitopenia,
taquipneia e altralgia, porém recuperou-se apos tratamento com doxiciclina (Tarello, 2005).

Em 2006, na Espanha, 168 amostras de soro sanguineo de gatos foram testadas para
anticorpos por IFA e, detectou-se 1,8% de positividade para A. phagocytophilum, sendo que a
populacdo amostrada foi composta por 41,6% (70/168) dos gatos clinicamente saudaveis e
35,7% (60/178) acometidos por varias doencas no momento do teste (Solano et al., 2006).
Posteriormente, utilizou-se de mesmo método diagnostico em 460 amostras de sangue felino,
nos Estados Unidos, em 2007, portanto, foi detectada positividade para anticorpos contra A.
phagocytophilum em 4,3% (20/460), porém, esses resultados nao puderam ser confirmados por
meio de analise em PCR, visto que todas as amostras foram negativas nesse segundo teste
(Billeter, et al., 2007).

Na Finlandia, em 2010, houve um relato de caso em um felino cujo diagndstico
provisério baseou-se na presenca de inclusdes neutrofilicas, porém, o resultado confirmatorio
foi o positivo na PCR em tempo real para anaplasmose, juntamente com sinais clinicos de febre,
taquipneia, linfopenia, secrecdo ocular e lesdes cutaneas indicando expocicdo a carrapatos
(Heikkila et al., 2010). Em 2012, também na Espanha, descreveu-se 8,4% (57/680) de amostras
de sangue positivas para A. phagocytophilum por meio de sororreatividade. Em sequéncia,

realizou-se PCR das amostras, porém ndo houve positividade (Ayllon et al., 2012).
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Também em 2012, na Alemanha, foram testadas 326 amostras de soro sanguineo
e 306 de sangue total por método direto, onde 0,1% (1/326) apresentou positividade para A.
phagocytophilum em PCR, porém, ndo foram visualizadas inclusdes citoplasmaticas. Além
disso, em 16,2% (53/326) de amostras de soro sanguineo detectou-se a presenca de anticorpos
para o agente por meio de IFA (Hamel et al., 2012).

Em 2013, na Polonia um relato de caso detectou anaplasmose em um gato semi-
domiciliado, com sinais clinicos inespecificos e histérico de carrapatos. O diagnostico foi
confirmado por testes soroldgicos, posterior PCR e sequenciamento (Gorna et al., 2013).
Depois, testes de imunofluorescéncia indireta na Italia, em 2014, detectaram soroprevaléncia
de A. phagocytophilum em 4,5% (25/560) de gatos saudaveis e, dentre a populacdo de 560,
relatou-se que 3,75% (21/560) dos gatos haviam sido previamente infestados por carrapatos e
dessa taxa, 14,28% (3/21) foram positivos nos testes (Ebani & Bertelloni, 2014).

Em 2015, nos Estados Unidos, realizou-se um estudo com patdgenos felinos
transmitidos por vetores (FVBP), onde no geral 7,8% (56/715) dos gatos eram sororreativos
para FVBP e 3,2% (13/406) continham DNA de Anaplasma ou Ehrlichia. Sorologicamente, A.
phagocytophilum obteve prevaléncia de 1,8% (13/715) e posteriormente, por meio de PCR e
sequenciamento genético detectou-se 57,14%(4/7) de gatos positivos para o0 agente em questéo
(Hegarty et al., 2015).

No territorio brasileiro, foi conduzido um estudo em 2017, onde detectou-se A.
phagocytophilum em amostras sanguineas de 66% (2/3) gatos testados por PCR, sendo que
esses animais apresentavam alteragdes clinicas variadas, como prurido, diarreia, desidratacéo,
ictericia e claudicacdo, além de alteracGes hematoldgicas sugestivas da infeccdo (André et al.,
2017). Posteriormente, 0 mesmo autor realizou novo estudo em 2022, nos estados de Minas
Gerais (MG) e Séao Paulo (SP), onde encontrou positividade geral de 7,4% das 390 amostras de
sangue coletadas de animais sem sinais clinicos, além disso, relatou ‘Candidatus Anaplasma

amazonensis' pela primeira vez em felinos (André et al., 2022).

1.2 Anaplasma platys

Anteriormente denominada de Ehrlichia platys (Dumler et al., 2001), esse agente infecta
plaquetas e causa reducdo plaquetéria por cerca de 7 a 10 dias, seguida por um periodo de
recuperacdo e cursos ciclicos de alteracbes plaquetarias (Inokuma et al, 2002). Sua patogenia
ndo é bem elucidada, porém infere-se que o agente se adere na superficie plaquetéria e adentra

por endocitose, 0 que causa danos as plagquetas e gera trombocitopenia em consequéncia da
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entrada e replicagdo do agente (Neer & Harrus, 2006). Posteriormente, as células infectadas séo
removidas da circulacdo sanguinea por sequestro esplénico e, por meio de mecanismos
imunomediados ocorrem o0s episddios trombocitopénicos ciclicos (Neer & Harrus, 2006;
Eddlestone et al., 2007).

Portanto, na fase aguda da doenca observa-se muitas plaquetas infectadas porém, com
a multiplicacdo do agente ha diminuicdo brusca na quantidade de plaquetas até que em torno
de sete a quatorze dias ap6s o primeiro episddio, inicia-se outra parasitemia com consequente
trombocitopenia, estabelecendo o fator ciclico da enfermidade até que a fase cronica seja
alcancada, onde ocorrem aparecimentos esporadicos do parasita e trombocitopenias mais leves
(Hibler et al., 1986; Woody & Hoskins, 1991).

Além disso, A. platys pode ndo ser patogénica, entdo, ndo causa manifestacdes graves
nos hospedeiros, porém, dentre os sinais clinicos associados as suas detec¢des em gatos, estéo:
anorexia, letargia e infeccdes do trato urinario, além de trombocitopenia, linfopenia e anemia
como achados hematologicos (Lima et al., 2010; Qurollo et al., 2014). O periodo de incubacéo
varia de oito a quinze dias (Woody & Hoskins, 1991).

A primeira descricdo de trombocitopenia infecciosa ciclica deu-se em 1978, em um céo
dos Estados Unidos e, sua etiologia foi atribuida a um parasita que infectava exclusivamente
plaquetas por meio de observacdo de inclusdes plaquetaria vistas na microscopia eletrénica
(Harvey et al., 1978)

Ha poucos relatos sobre esse agente em gatos (Guimaraes et al., 2019), entretanto, A.
platys foi descrita no estado de S&o Paulo, em 2005, no Brasil, por exame citologico de
esfregaco sanguineo em uma gata com historico de atropelamento e manifestacdes clinicas de
anorexia, depressao, palidez, anemia, leucocitose e trombocitopenia, onde observou-se morulas
em 7% das plaquetas (Santarém et al., 2005). Posteriormente, o agente foi encontrado em
Pernambuco, no ano de 2010 e a deteccao foi por achado de mérulas nas plaquetas de um gato
e, entdo, confirmou-se com PCR. O animal apresentava manifestacdes clinicas de anorexia,
apatia, anuria, constipacdo e trombocitopenia (Lima et al., 2010).

Na Tailandia, em 2012, foi detectado Anaplasma platys por meio da visualizacdo de
inclusdes plaquetarias e posterior diagndstico molecular por PCR em um gato doméstico
naturalmente infectado. O animal apresentava manifestaces clinicas de ictericia, anemia e
trombocitopenia (Salakij et al., 2012). Em 2014, nos Estados Unidos detectou-se A. platys por
PCR, a partir do sangue de um gato diagnosticado com mieloma multiplo, além da apresentacéo

de sinais clinicos de azotemia, insuficiéncia mitral, osteoartrite e outras anormalidades
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hematoldgicas como anemia, trombocitopenia, eosinofilia, hipoglicemia. Posteriormente,
confirmou-se o resultado da PCR com o sequenciamento de DNA (Qurollo et al., 2014).

Na Italia, em 2015, realizou-se testes moleculares em amostras sanguineas de gatos e
detectou que 31,1% (14/45) gatos foram positivos para a PCR especifica para A. platys e,
posteriormente, realizou-se sequenciamento e anélise filogenética do DNA (Zobba et al., 2015).
Ainda em 2015, nos Estados Unidos foram realizados testes sorolégicos em amostras de sangue
de gatos, onde detectou-se que 3,2% (13/406) destes continham DNA de Anaplasma ou
Ehrlichia. Sorologicamente, A. platys ndo foi detectado, porém, com posterior teste de PCR e
sequenciamento detectou-se 23% (3/13) gatos positivos (Hegarty et al., 2015).

1.3 Diagnostico

Ha varios métodos de diagnosticar hemoparasitos transmitidos por vetores, sendo 0s
diretos: identificacdo de mdrulas por microscopia Otica em esfregacos sanguineos, isolamento
do agente em culturas celulares e deteccdo de material genético do agente por PCR (Silaghi et
al., 2017). Ja os métodos indiretos se baseiam na deteccdo de anticorpos especificos em soro
por meio de técnicas como imunofluorescéncia indireta (IFA), Western immunoblot (WB) e
ELISA (Carrade et al., 2009).

No exame direto de microscopia Otica em espécies leucocitotrépicas como A.
phagocytophilum, prefere-se esfregacos sanguineos a partir da camada leucocitaria do que as
preparacdes com sangue total, pois em casos de leucopenia, poucas células infectadas seriam
vistas (Silaghi et al., 2017). Também usa-se essa camada para detec¢do de morulas de A. platys,
uma vez que essa parcela do sangue é enriquecida com plaquetas (Eddlestone et al., 2007).

As culturas de células sdo importantes para comprovar a descoberta de espécies
bacterianas, bem como dos aspectos taxonémicos (Zweygarth et al., 2013). A cultura in vitro
de Anaplasma spp. envolveu o uso de células de mamiferos que mimetizaram o ambiente
intracelular de células hospedeiras naturais e, ocorreu primeiramente com Anaplasma
phagocytophilum (Goodman et al., 1996). Como alternativa as células de mamiferos, usou-se
linhagens celulares de carrapatos (Massung et al., 2007). Para realizacdo da cultura, utiliza-se
como indculo amostras de sangue total anticoagulado, camada leucocitaria ou tecidos e,
periodicamente, deve-se adicionar meio de cultura fresco as células e realizar microscopia para
deteccdo de qualquer crescimento bacteriano (Silaghi et al., 2017).

Dentre os métodos indiretos, os testes soroldgicos de ELISA e WB sdo capazes de

detectar anticorpos, mas 0 método de eleigdo é a IFA (Greig & Armstrong,2006; Carrade et al.,
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2009; Santos et al., 2009). Porém, ainda assim, esse método apresenta desvantagens associadas
a reacOes cruzadas, principalmente, entre espécies presentes no mesmo género, mas, tendo
énfase nas que ocorrem entre A. phagocytophilum e E. canis (Greig & Armstrong, 2006).
Portanto, uma forma de aumentar a sensibilidade do teste € associar a técnica de IFA com a
PCR, que é capaz de demonstrar a presenca da infeccdo (Santos et al., 2009). Dessa forma, a
PCR apresenta elevada sensibilidade e especificidade na identificacdo de vetores e reservatorios
do agente, pois permite detectar a infeccdo no periodo de pré-paténcia dos anticorpos e,
possibilita diferenciar as espécies de Anaplasma por meio de posterior sequenciamento
(Carrade et al., 2009; Sainz et al., 2015).

Portanto, o presente trabalho buscou avaliar a ocorréncia molecular de Anaplasma spp.

em gatos domesticos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo dos testes foram utilizadas amostras de DNA previamente extraidas de
amostras de sangue total de gatos, estas encontravam-se armazenadas a -20°C no biobanco do
Laborat6rio de Investigacdo Etioldgica Veterinaria (LIVE Vet) da Universidade Federal de
Uberlandia. As amostras foram provenientes de atendimentos veterindrios do Hospital
Veterinario de Uberlandia (HV-UFU) e de clinicas e hospitais da regido do triangulo mineiro,
compreendendo o periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2022.

2.1 Diagndéstico

O teste de qPCR foi utilizado como método qualitativo para deteccdo de um fragmento
do gene groEL, resultando em um produto com 456 pares de bases de comprimento. As
sequéncias de primers usadas estdo descritas na Tabela 1. A reacdo de gPCR foi preparada com
1x Gota® qPCR Master Mix (Prometa, EUA), 500 nM de cada primer, 2,0 uL. de DNA extraido
¢ agua nuclease free q.s.p. 20 pL. Para controle negativo utilizou-se agua ultrapura nuclease
free no lugar da amostra, enquanto o controle positivo foi instituido com uso de amostra positiva
previamente estabelecida. As condicdes de ciclagem térmica foram: 95°C por 2 minutos,
seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 52,7 °C por 60 segundos, seguindo de uma
ciclagem para a curva de melting usando o termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Alemanha).
As amostras consideradas positivas apresentaram um unico pico na curva de melting
correspondente a 79°C, aléem de amplificacdo no ciclo de quantificacdo. A presenca de
inibidores de PCR nas amostras de DNA foi excluida pela amplificacdo de um fragmento do
gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) nas amostras, sendo o controle endégeno
(Birkenheuer et al., 2003).

Tabela 1 — Primers utilizados na reacdo de PCR em tempo real para a deteccéo

de Anaplasma spp.

Identificacao Sequéncia (5’ - 3°) Referéncia

Primer F — Anap (Forward) TTATCGTTACATTGAGAAGC
Benevenute et al., (2017)

Primer R — Anap (Re\/erse) GATATAAAGTTATTAAAAGTATAAAGC

Fonte: A autora.
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3 RESULTADOS

Foram analisadas 269 amostras de sangue total de gatos domésticos do biobanco
do Laboratério de Investigacdo Etioldgica Veterinaria, todas positivas no controle enddgeno.
InformagBes sobre sexo, raca, idade e teste para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e virus da leucemia felina (FeLV) foram compiladas. Com relacdo ao género, 52,41% (41/269)
dos gatos eram fémeas e 47,21% (127/269) machos. Dentre as ragas encontradas, 89,9%
(242/269) eram classificados como sem raga definida (SRD), 7,06% (19/269) persas, 1,48%
(4/269) siameses, 1,41% (3/269) ndo informaram a raca e 0,37% (1/269) Maine coon.

Os intervalos de idade adotados foram: filhotes, com até 12 meses, jovens adultos, tendo
entre 1 e 6 anos, adultos, tendo entre 7 e 10 anos e idosos, com idade superior a 10 anos
(Quimby, 2021). A populagéo estudada foi composta predominantemente por animais filhotes
e adultos jovens (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizagdo dos gatos com base na faixa etaria

Classificacao Intervalo de faixa etaria Porcentagem e numero de
animais
Filhotes 0 — 12 meses 31,6% (85/269)
Jovens adultos 1 -6 anosou 12— 72 meses 59,10% (159/269)
Adultos 7 —10 anos ou 84 — 120 meses 5,57% (15/269)
Idosos Superior a 10 anos ou 120 meses 3,72% (10/269)

Fonte: A autora.

O status para FIV e FeLV foi analisado por PCR em 88,85% (239/269) dos gatos, com

28,87% (69/239) dos animais testados positivos para pelo menos um dos retrovirus (Tabela 3).
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Tabela 3 — Caracterizagdo para imunodeficiéncia felina (FI1V) e virus da leucemia

felina (FeLV) por PCR em gatos domesticos

Status Porcentagem e numero de animais

FIV e FeLV (-) 49,81% (134/269)
FIV (-) e FeLV (+) 17,1% (46/269)

FeLV (-) 12,63% (34/269)
FeLV (+) 5,29% (14/269)
FIV e FeLV (+) 1,85% (5/269)
FIV (+) e FeLV (-) 1,48% (4/269)
FIV (-) 0,74% (2/269)

Fonte: A autora.

Né&o foi detectada a presenca de material genético de Anaplasma spp. em nenhuma das
amostras avaliadas por qPCR.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo descreve a auséncia de ocorréncia de espécies de Anaplasma em gatos
da regido do triangulo mineiro, o que coincide com pesquisas clinicas do assunto sobre a
anaplasmose felina ser uma doenca relativamente rara, existindo, portanto, poucos relatos
especificos de casos em gatos domésticos (Pennisi et al., 2017; Shéaffer & Kohn, 2020).

Majoritariamente, os testes realizados com elevado nimero de amostras (n amostral)
demonstraram poucas informacg6es sobre dados epidemiolégicos, como constatado nos estudos
conduzidos nos Estados Unidos, Italia, Alemanha e Brasil, que avaliaram contingentes de 93,
250, 460, 632, 715 e 390 amostras, respectivamente. Sendo assim, nestas pesquisas as
informacGes sobre sexo, racga, idade e status para FIV e FeLV ndo foram correlacionadas com
possiveis infeccdes por Anaplasma (Magnarelli et al., 2005; Tarello, 2005; Billeter et al., 2007;
Hamelet al., 2012; Hegarty et al., 2015; André et al., 2022). O presente estudo utilizou n
amostral de 269 e essas informagdes foram coletadas, porém, ndo foi possivel a correlagdo com
infeccdes pelo patdgeno.

Outro ponto importante associado é o fato da dificuldade de coletar informacdes sobre
certas amostras, como expresso no trabalho realizado nos Estados Unidos, em 2007, onde a
populacdo observada era em sua maioria pertencentes a organizacdes de resgate ou eram
animais em situacdo de rua, portanto sem histdrico de dados para a pesquisa (Billeter et al.,
2007). O atual trabalho utilizou amostras de animais atendidos pelo HV-UFU, clinicas e
hospitais do tridngulo mineiro, portanto semelhante ao exposto, algumas informacdes sobre
ambiente e histérico ndo puderam ser esclarecidas.

Com relacdo as informacdes sobre a idade dos animais testados, as pesquisas analisadas
ndo estabelecem correlacdo com esse dado e a infeccdo por Anaplasma, sendo assim, foram
relatados casos em animais majoritariamente jovens adultos, entre 1 e 3 anos (Bjoersdorff et
al., 1999; Lappin et al., 2004; Heikkila et al., 2010; Gorna et al., 2013; André et al., 2017). No
presente estudo, foram avaliados animais de diversas faixas etarias, com predominio de jovens
adultos contendo de 1 a 6 anos. Ademais, cita-se que os intervalos de idade descritos sao muito
abrangentes nas pesquisas onde a populacédo testada é considerada grande, como em estudos na
Espanha que incluiram gatos de 1 més até 21 anos e que também predominaram a faixa etaria
de jovens adultos (Solano et al., 2006; Ayllon et al., 2012).

O status para FIV e FeLV foi levado em consideracdo como dado epidemiolégico em
varias das pesquisas consultadas, como naquelas desenvolvidas na Suécia, Estados Unidos,

Espanha e Pol6nia, sendo assim, em sua maioria, 0S animais eram negativos para ambas as
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infecgBes por meio de teste point of care (POC), poréem, no trabalho em territorio espanhol,
2,12% (2/94) das amostras foram positivas para FIV e FeLV, além disso, no mesmo pais, em
2012, uma pesquisa relatou 5,13% (26/506) de positividade para FIV e 7,14% (36/504) para
FeLV nos animais testados (Bjoersdorff et al., 1999; Lappin et al., 2004; Solano et al., 2006;
Ayllon et al., 2012; Gorna et al., 2013). De maneira geral, ndo foram feitas correlagdes entre
0s animais testados para anaplasmose e FIV e FeLV, porém devido a caracteristica
imunossupressora desses retrovirus, € importante que em pesquisas de hemoparasitos, esses
virus também sejam avaliados.

Nas pesquisas analisadas, algumas trouxeram dados sobre o ambiente e consequente
comportamento dos gatos como domiciliados, semi-domiciliados e com relato de exposicéo a
carrapatos, como é referido na Suécia, Finlandia e Pol6nia. Portanto, as pesquisas citam,
respectivamente, um relato de caso de gato com acesso a rua e historico de ectoparasitas, 0 caso
de uma gata pos viagem a local com acesso ao ar livre e observagédo de carrapatos além do relato
de caso de um gato semi-domiciliado com ectoparasitas (Bjoersdorff et al., 1999; Heikkila et
al., 2010; Gorna et al., 2013). O mesmo fato foi notado em pesquisas com maior n amostral,
como foi visto na Espanha, onde relatou-se, respectivamente, que 49,3% (247/501) dos gatos
possuiam acesso a rua e em 7,7% (34/440) foram observados carrapatos, enquanto na Italia, em
3,75% (21/560) dos animais foi relatada exposicio a ectoparasitas (Ayllon et al., 2012; Ebani
& Bertelloni, 2014).

Os carrapatos estdo envolvidos na transmissdo de varios agentes patogénicos, dentre eles
as bactérias da familia Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001). Ao analisar a transmissao desse
patogeno aos felinos, pode-se inferir que esta espécie € menos exposta ou suscetivel aos vetores
quando comparados aos cées (Lappin et al.,2004; Eberhardt et al., 2006). Outro fator importante
diz respeito ao comportamentode auto-limpeza dos gatos, 0 que pode ocasionar a remocao
mecanica de possiveis ectoparasitas (Gorna et al., 2013).

A deteccdo de A. phagocytophilum nos gatos em alguns relatos na Suécia, Italia,
Finlandia e Alemanha foi instituida por exame citoldgico de esfregacos sanguineos (Bjoerdorff
et al., 1999; Tarello, 2005; Heikkila et al., 2010; Hamel et al., 2012). Outros resultados foram
obtidos através de imunofluorescéncia indireta ou ELISA, como em estudos desenvolvidos nos
Estados Unidos, Espanha e Italia (Magnarelli et al., 2005; Solano et al., 2006; Ebani &
Bertelloni, 2014; Hegarty et al., 2012). No presente estudo ndo foi realizada sorologia, além
disso, pesquisas indicam que altas taxas de soroprevaléncia de anticorpos anti — Anaplasma
phagocytophilum ndo se correlacionam positivamente com as detec¢bes do patdgeno por

métodos diagndsticos diretos (Hamel et al., 2012).
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Outro fator destaque é com relacdo aos estudos que utilizaram dois métodos
diagndsticos, indiretos e diretos, que obtiveram positividade para anticorpos em soro sanguineo
e negatividade em PCR como nos Estados Unidos e Espanha (Billeter et al., 2007; Ayllon et
al., 2012). Portanto, de mesma forma, no presente estudo ndo foram detectadas amostras
positivas pelo método de PCR, alem de que métodos indiretos ndo foram aplicados na pesquisa.
Isto pode ter relacdo com o fato de o organismo conseguir manter outros tecidos com infeccao
persistente, como 0 bago, portanto seria a amostra ideal para testagem (Harrus et al., 1998).

Para Anaplasma platys, a maioria das descricdes s@o por relatos de casos, como 0s
conduzidos no Brasil, Tailandia e Estados Unidos (Santarém et al., 2005; Lima et al., 2010;
Salakij et al., 2012; Qurollo et al., 2014), havendo poucas pesquisas realizadas com biobanco
como a do presente estudo. Além disso, nas referéncias citadas, os relatos se deram por meio de
teste citoldgico de esfregago sanguineo e posterior PCR, ndo sendo, portanto, somente por meio

do teste molecular como este.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo buscou contribuir para o conhecimento da circulagdo de Anaplasma
spp. em gatos domésticos do triangulo mineiro por meio de anélises moleculares em amostras
sanguineas. Tendo em vista 0s objetivos delineados para esta pesquisa, eles foram alcangados
mesmo que sem a observacao de animais positivos, além disso, evidencia-se a necessidade de
estudos soroldgicos e moleculares para detecgdo da prevaléncia de doencas transmitidas por
vetores na populacdo felina, além de aumentar o contingente de estudos que caracterizem

manifestacdes clinicas e patoldgicas destas doencas em gatos.
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