Pesq. Vet. Bras. 38(3):528-535, mar¢o 2018
DOI: 10.1590/1678-5150-PVB-5342

[G2) ev-rc |

Investigacao molecular de Ehrlichia canis, Anaplasma
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ABSTRACT.- Mazzotti G.A., Silva W.A.C., Carneiro E.T, Scalon M.C., Lima M.A., Teixeira M.A., Lima
A.C.E. & Paludo G.R. 2018. [Molecular investigation of Ehrlichia canis, Anaplasma platys,
Anaplasma phagocytophilum and Rickettsia spp. in captive wild felids.] Investigacao
molecular de Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum e Rickettsia
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Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade
de Brasilia, SGAN 605, Avenida L2, Brasilia, DF 70910-900, Brazil. E-mail: giane@unb.br
Vector-borne diseases have been emerging and reemerging all over the world, causing
a challenge to veterinary and human medicine. Among these diseases are those caused
by agents of the order Rickettsiales, obligatory intracellular Gram-negative bacteria, with
ability to infect several animals and humans. Rickettsiales of the species Ehrlichia spp. and
Anaplasma spp. residing in cytoplasmic vacuoles of leukocytes and platelets. Rickettsiales
of the species Rickettsia spp. freely infect cytoplasm or nucleus of host cells. The aim of the
present study was to investigate the natural infection with Ehrlichia canis, Anaplasma platys,
Anaplasma phagocytophilum and Rickettsia spp. in captive wild felids at the Federal District
and Goias, Brazil. In addition, it was also aimed to relate possible changes in hemogram
with the presence of these agents. Blood samples from 34 animals were analyzed by PCR
to detect the presence of DNA from these agents. The DNA of Ehrlichia canis was detected
in 5.8% (2/34) of samples. A. platys was detected in 64.7% (22/34), A. phagocytophilum
was detected in 5.8% (2/34). The DNA of Rickettsia spp. was not detected in any sample.
Two felides presented co-infection with E. canis and A. platys, and two presented co-infection
with A. platys and A. phagocytophilum. There were no significant differences in hematological
data from positive and negative samples. The data suggest that captive wild felids can
serve as potential reservoirs for Ehrlichia spp. and Anaplasma spp., despite hematological
abnormalities were not observed.
INDEX TERMS: Molecular investigation, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum,
captivity, wild felids, Anaplasma spp., diagnose, polymerase chain reaction, cats, parasitoses.

RESUMO.- Doengas transmitidas por vetores estdo emergindo
ereemergindo em todo o mundo, representando um desafio
na medicina humana e veterinaria. Entre essas doencas estio
aquelas causadas pelos agentes da ordem das Rickettsiales,
que sdo bactérias Gram-negativas intracelulares obrigatérias,
com capacidade de infectar varios animais e seres humanos.
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As Rickettsiales das espécies Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.
sdo observadas em vacuolos citoplasmaticos de leucdcitos e
plaquetas. As Rickettsiales da espécie Rickettsia spp. infectam
livremente citoplasma ou ntcleo de células hospedeiras.
0O objetivo do presente estudo foi investigar a infeccao natural por
Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum
e Rickettsia spp. em felideos selvagens cativos no Distrito
Federal e Goias, Brasil. Além disso, também objetivou-se
relacionar possiveis alteragdes hematoldgicas decorrentes da
presenca desses agentes. Amostras de sangue de 34 animais
foram analisadas por meio da PCR para detecgao de presenca
de DNA desses agentes. O DNA de Ehrlichia canis foi detectado
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em 5,8% (2/34) das amostras, A. platys foi detectado 64,7%
(22/34), A. phagocytophilum foi detectado em 5,8% (2/34).
O DNA de Rickettsia spp. nao foi detectado em nenhuma
amostra. Dois felideos apresentaram coinfeccdo por E. canis
e A. platys e dois apresentaram coinfeccdo por A. platys e
A. phagocytophilum. Nao houve diferencas significativas nos
dados hematolégicos das amostras positivas e negativas.
Os dados sugerem que os felideos selvagens cativos podem
servir como potenciais reservatorios para Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp., a despeito de ndo ocasionarem alteracdes
hematoldgicas.

TERMOS DE INDEXACAO: Investigacdo molecular, Ehrlichia canis,
Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia spp.,
felideos selvagens, cativeiro, Anaplasma spp., diagnéstico, PCR,
felinos, parasitoses.

INTRODUCAO

A ordem Rickettsiales, composta pelas familias Rickettsiaceae
e Anaplasmataceae, compreende bactérias Gram-negativas
intracelulares obrigatdrias, muito pequenas (0,3 a 2,0um),
pleomorficas, sem motilidade (Dumler et al. 2001, Fournier
& Raoult 2007). Algumas dessas bactérias podem causar
danos a satude tanto dos animais quanto de seres humanos
infectados (Vieira etal. 2011). As bactérias Rickettsia rickettsii,
R. parkeri, Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica sdo consideradas
importantes zoonoses (Soares etal. 2015, Oliveira etal. 2017),
bem como o Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis
e E. ewingii (Vieira et al. 2011).

Ja foi relatada a ocorréncia de nove agentes da familia
Rickettsiaceae no Brasil. As espécies que tém como vetores os
carrapatos pertencem aos grupos Febre Maculosa (R. rickettsii,
R. parkeri, R. rhipicephali e candidatus “R. amblyommii”) e belli
(R. bellii). As espécies transmitidas por pulgas pertencem
ao grupo de transicao (R. felis); Grupo do tifo (R. typhi)
e Grupo Canadensis (R. monteiroi) (Almeida et al. 2011,
Labruna etal. 2011). As cepas de rickettsias ja descritas foram
Mata Atlantica (ou Bahia), ApPR, COOPERI, NOD, Aranha e
Pampulha (Parola et al. 2013). A familia Anaplasmataceae
compreende os géneros Anaplasma, Ehrlichia e Neorickettsia
(Dumler etal. 2001). No Brasil, ja foram encontradas as espécies
A. platys, A. phagocytophilum, A. bovis (Sacchi et al. 2012),
A. marginale (Picoloto et al. 2010), E. canis, E. chaffeensis e
E. ewingii, todas tendo como vetor o carrapato (Vieira et al.
2011). A espécie N. risticii, descrita infectando equinos no
Rio Grande do Sul, tem como vetores trematddeos aquaticos
(Coimbra et al. 2006).

Poucos trabalhos descreveram a ocorréncia desses agentes
em felideos silvestres no pais (Filoni et al. 2006, André et al.
2010,2012, Widmer etal. 2011). No Brasil, Filoni et al. (2006)
realizaram o primeiro trabalho buscando a presenca de
anticorpos para E. canis e A. phagocytophilum em amostras
de sangue de 21 felideos silvestres (18 pumas, 2 gatos do
mato e 1 jaguatirica) de vida livre provenientes dos biomas
Floresta Amazonica, Floresta Atlantica, cerrado e Pantanal.
Utilizou-se a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFA),
obtendo-se 5% das amostras positivas para E. canis (1 puma)
e nenhuma para A. phagocytophilum. Em 2010, André et al.
desenvolveram um trabalho mais amplo, utilizando além da

IFA, a técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
paraidentificar a presenca de DNA de E. canis em amostras
de sangue de 72 animais (29 jaguatiricas, 14 gatos do
mato, 9 ongas, 9 pumas, 6 jaguarundi, 3 gatos dos pampas,
e 2 gatos maracaji) mantidos em cativeiro, provenientes
do estado de Sao Paulo e de Brasilia. Esse estudo resultou
em de 7% das amostras positivas na IFA e 15% positivos na
PCR. Widmer et al. (2011) pesquisaram anticorpos (IFA) e
DNA (PCR) de agentes Rickettsiales em amostras de sangue
de 10 oncgas de vida livre provenientes do Pantanal, ndo
encontrando nenhuma amostra positiva pela PCR, entretanto,
40% foram positivos para E. canis e 10% para R. parkeri
pela IFA. Em 2012, André et al. analisaram amostras de
sangue de 99 felideos cativos, provenientes do estado de
Sao Paulo e Mato Grosso, dos quais 21% foram positivos
pela PCR para Ehrlichia spp. (6 gatos do mato, 4 jaguatiricas,
4 pumas, 3 jaguarundis, 3 ledes e 1 tigre), sendo 11 amostras
semelhantes a E. chaffenesis e 10 semelhantes a E. canis,
quando analisadas pelo BLAST. Também foram encontrados
DNA de Anaplasma spp. em 4% das amostras (4 gatos do
mato), sendo semelhante a A. phagocytophilum pelo BLAST.
Até o presente, nenhum autor relacionou a presenca desses
agentes as alteragdes hematoldgicas de felideos silvestres
mantidos em cativeiro.

Esse trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia
de infeccdo natural por E. canis, A. platys, A. phagocytophilum
e Rickettsia spp. em felideos selvagens cativos no Distrito
Federal e Goias, Brasil, utilizando o método de reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) para deteccdo do DNA desses
agentes em amostras de sangue total e as possiveis altera¢des
hematolégicas decorrentes destas infecgdes.

MATERIAL E METODOS

0 estudo teve autorizacio da Comissio de Etica para Uso Animal da
Universidade de Brasilia (CEUA- UnB) (UnB-DOCn2130988/2015)
e do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
(IBAMA) (SISBIO n2 46097).

Amostras de sangue foram coletadas de 34 felideos cativos,
sem alteragdes clinicas aparentes, albergados no zooldgico de
Brasilia, Distrito Federal (Zoo) e em um Centro Conservacionista
de animais selvagens localizado no estado de Goias (CC).

Os animais foram anestesiados utilizando-se dardos com
anestésico tiletamina com zolazepam langados por zarabatana
na dose de 1,6 a 4,2mg/kg para grandes felinos, e até 11mg/kg
para os pequenos felinos (Larsen et al. 2008). Foram coletados
5ml de sangue de cada animal utilizando-se seringas e agulhas
descartaveis e acondicionados em tubos com EDTA, identificados
e refrigerados para posterior analise laboratorial.

Para determinar o nimero de hemadcias, leucécitos, plaquetas e a
concentragio de hemoglobina utilizou-se um contador hematolégico
veterinario semiautomatico (Vet abc, HORIBA® Instruments Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil). O volume globular (VG) foi determinado
utilizando a técnica de micro-hematécrito. A contagem diferencial
de leucdécitos e a avaliagdo morfoldgica celular foram realizadas
manualmente por meio da microscopia 6ptica a partir de esfregacos
sanguineos corados com panoético (Panético NewProv®, Barueri,
Sdo Paulo, Brasil). Esse processo foi realizado no Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UnB.
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Armazenou-se uma parte de cada amostra de sangue a 4°C
até a extracdo de DNA, que foi realizada utilizando kit comercial
(Mustra Blood® genomicPrep Mini Spin kit, GE Healthcare
Technologies, Piscataway, NJ) de acordo com as instrugdes do
fabricante. O DNA obtido foi armazenado a -20°C para posterior
analise pela PCR. A extracdo de DNA e a PCR foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular do Hospital
Veterinario da UnB.

Todas as amostras foram submetidas a PCR para confirmacgao
da presenca do gene que codifica a enzima gliceraldeido-3fosfato
desidrogenase (GAPDH) utilizando os oligonucleotideos GAPDH-F
e GAPDH-R (Birkenheuer et al. 2003) para verificar a qualidade da
extracdo, aintegridade do DNA obtido e/ou a presenca de inibidores
da PCR. A mistura da PCR foi composta de tampéo 1X, 10ng de DNA,
MgCl, 1,5mM, 0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1pL de cada oligonucleotideo a 10pmol e
1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), para um volume final de 25uL. O protocolo de amplificacdo
foi composto de uma etapa de desnaturacgao inicial de 95°C por 5
minutos seguida de 40 ciclos de amplificagdo (94°C por 30 segundos,
52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e extensao final a 72°C
por 5 minutos.

Para detecgcdo do DNA de agentes da familia Rickettsiaceae
foram utilizados os oligonucleotideos CS78 e CS323 (Labruna et al.
2004). A mistura da PCR foi composta de tampao 1X ja acrescido
de MgCl, a 1,5mM (Promega Corporation®, WI EUA), 10ng de DNA,
0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo
Paulo, Brasil), 1uL de cada oligonucleotideo a 10pmol e 1,25U de
Taq DNA polimerase (Promega Corporation®, WI EUA), para um
volume final de 25uL. O protocolo de amplificacdo foi composto
de uma etapa de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos
seguida de 40 ciclos de amplificagdo (94°C por 1 minuto, 56°C
por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por
5 minutos.

Para a PCR que detectou o DNA de E. canis utilizou-se os
oligonucleotideos ECAN5 e HE3 (Murphy et al. 1998). A mistura
da PCR foi composta de tampdo 1X, MgCl, a 2mM (GE Health
Care®, Little Chalfont, UK), 10ng de DNA, 0,2mM de cada
deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 3uL
de cada oligonucleotideo a 10pmol e 0,5U de Taq DNA polimerase
(GE Health Care®, Little Chalfont, UK), para um volume final de
25pL. O protocolo de amplificagao foi composto de uma etapa de

desnaturacdo inicial de 94°C por 1 minuto seguida de 40 ciclos de
amplificacdo (94°C por 1 minuto, 63°C por 2 minuto e 72°C por
90 segundos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Na PCR para deteccdo do DNA de A. platys foram utilizados
os oligonucleotideos EHR16sr e Platys (Inokuma et al. 2000).
A mistura da PCR foi composta de tampdo 1X, 10ng de DNA,
MgCl, 3,2mM, 0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen®
Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 3uL de cada oligonucleotideo a
10pmol e 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen® Brasil Ltda,
Sao Paulo, Brasil), para um volume final de 25uL. O protocolo de
amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacao inicial
de 95°C por 5 minutos seguida de 40 ciclos de amplificacdo (95°C
por 30 segundos, 51°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos)
e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Para deteccao do DNA de A. phagocytophilum utilizou-se os
oligonucleotideos MSP3F e MSP3R (Levin et al. 2002). A mistura
da PCR foi composta de tampao 1X ja acrescido de MgCl, a 1,5mM
(Promega Corporation®, WI EUA), 10ng de DNA, 0,2mM de cada
deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1pL
de cada oligonucleotideo a 10pmol e 1,25U de Tag DNA polimerase
(Promega Corporation®, WI EUA), para um volume final de 25puL.
O protocolo de amplificacdo foi composto de uma etapa de
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos seguida de 40 ciclos
de amplificagdo (94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto e 72°C por
1 minuto) e extensao final a 72°C por 5 minutos.

Todas as reagdes foram realizadas no mesmo termociclador
(C1000 thermal cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).
Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio (0,2mg/uL) e
observados no transiluminador fluorescente (UV transilluminator®,
UVP LLC, Upland, CA). As seqliencias dos oligonucleotideos
utilizados, genes amplificados e tamanhos dos produtos da PCR
estdo apresentados no Quadro 1.

Em todas as PCRs foram utilizados como controles negativos
agua ultra pura miliQ (estéril e desprovida de DNA). Como controles
positivos foram utilizadas amostras de DNA de E. canis, A. platys,
A. phagocytophilum e Rickettsia spp. obtidas de animais naturalmente
infectados, identificados por meio da microscopia 6ptica e/ou PCR
e confirmados por meio do sequenciamento genético.

Os dados foram analisados utilizando o programa computacional
estatistico (SPSS versdo 9.0, de 2008). Para teste de normalidade
utilizou-se Shapiro-Wilk. Para as variaveis que seguiram distribui¢do

Quadro 1. Descricdo das sequéncias de oligonucleotideos, alvos e tamanho dos produtos da PCR utilizados para deteccio de
agentes Rickettsiales

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3") Alvo Pa;;::ede Referéncia
GAPDH-R CCTTCATTG ACCTCAACTACAT GAPDH 400 (Birkenheuer et al. 2003)
GAPDH-F CCA AAG TTG TCA TGG ATG ACC

CS78 GCA AGT ATC GGT GAG GAT GTA AT Familia Rickettsiaceae 401 (Labruna et al. 2004)
CS323 GCT TCC TTA AAATTC AAT AAATCAGGA T
ECANS CAATTA TTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A Ehrlichia canis 398 (Murphy et al. 1998)
HE3 TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TA
EHR16sr GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC Anaplasma platys 678 (Inokuma et al. 2000)
Platys GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG
MSP3F TGG TGG TGC GGG ATA TTT CTA TGT GCCC Anaplasma 179 (Levin et al. 2002)
MSP3R ATT CCG AGG ATC AGG TGT G phagocytophilum
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normal foi realizado teste T e para as que ndo seguiam a distribuicdo
normal foi realizado o teste Mann-Whitney U. Considerou-se o
intervalo de confianca de 95% para os dados hematolégicos.
Para andlise de correlagdo entre os grupos e a origem ou sexo do
animal, utilizou-se o Teste de Qui-quadrado. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

Foram utilizadas para o experimento amostras de sangue de
34 felideos cativos provenientes do ZOO (n=21) e do CC (n=13).
Esses animais eram de 9 espécies diferentes: 1 gato-do-mato
(Leopardus tigrinus), 1 gato-maracaja (Leopardus wiedii), 3 gatos-
palheiro (Leopardus pajeros), 2 jaguarundis (Felis yagouaroundi),
2 jaguatiricas (Felis pardalis), 2 ledes (Panthera leo), 11 ongas
(Panthera onca), 7 suguaranas (Puma concolor) e 5 tigres-
de-bengala (Panthera tigris tigris). Dos animais utilizados,
15 eram fémeas e 19 eram machos.

As trinta e quatro amostras testadas foram positivas na
PCR para o gene GAPDH, apresentando um produto de 400pb,
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denotando a qualidade do DNA utilizado e a auséncia de
inibidores da PCR (Fig.1A).

Nenhuma das amostras foi positiva para a familia Rickettsiaceae
(Fig.1B). Vinte e duas amostras (64,7%) foram positivas na
PCR para Anaplasma platys, onde foram observados produtos
nos tamanhos de 678pb (Fig.1C). Dentre essas amostras
positivas, dois (5,88%) animais também foram positivos na
PCR para E. canis (Fig.1D) e dois (5,88%) animais também
foram positivos para A. phagocytophilum (Fig.1E), sendo
consideradas coinfec¢des (Quadro 2). Pode-se constatar uma
elevada taxa de infecgdo por A. platys nos animais amostrados
em relacdo aos demais agentes estudados.

Hemograma foi feito em apenas 24 amostras coletadas.
A andlise obteve médias, desvio padrao, limites inferiores e
superiores com intervalo de confian¢a de 95%. Na comparacao
dos valores entre os grupos, ndo houve diferenca (p>0.05)
entre os animais positivos e os animais negativos (Quadro 3).
Contudo, merece destaque a andlise individual dos hemogramas
de dois animais, ambos positivos nas PCRs realizadas. O primeiro
hemograma era de um gato maracaja, positivo para E. canis e

2 3 45 6 7 8 910 111213 1415

Fig.1. Eletroforese dos produtos da PCR utilizando diferentes oligonucleotideos, em gel de agarose a 1,5% (p/v) corado com brometo
de etideo a 0,01% (p/v) para a deteccdo de DNA de agentes Rickettsiales em sangue de felideos silvestres. (A) Amplificacdo do gene
GAPDH (GAPDH-F e GAPDH-R, 400 pb), mostrando marcador de peso molecular (1), controle positivo (2), animais positivos (3-7),
controle negativo (4gua) (8). (B) Deteccdo de DNA da familia Rickettsiaceae (CS78 e CS323, 401 pb), mostrando marcador de peso
molecular (1), controle negativo (agua) (2), controle positivo (3), animais negativos (4-15). (C) Detec¢do de DNA de Anaplasma platys
(EHR16sr e Platys, 678pb), mostrando marcador de peso molecular (1), controle negativo (adgua) (2), controle positivo (3), animais
positivos (4-10), animais negativos (11-15). (D) Detec¢do de DNA de Ehrlichia canis (ECAN5 e HE3, 398pb), mostrando marcador de
peso molecular (1), controle negativo (agua) (2), controle positivo (3), animais positivos (5, 7), animais negativos (4, 6, 8). (E) Deteccdo
de DNA de Anaplasma phagocytophilum (MSP3-R e MSP3-E, 179pb), mostrando marcador de peso molecular (1), controle negativo
(4gua) (2), controle positivo (3), animais positivos (5, 7), animais negativos (4, 6, 8).
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Quadro 2. Resultados obtidos nas PCR de amostras de sangue de felideos silvestres provenientes do zooldgico (Z0O0O) e de um
centro conservacionista de animais selvagens (CC)

Identifica¢do Espécie Local Sexo EhC’Z;Ci}s”a An;xlil ?jsma phfqr;il;l i?);rzgum Rickettsia spp.
GJ Gato Maracaja (Leopardus Z00 M + + - -
wiedii)
GM Gato do Mato Pequeno Z00 M - + - -
(Leopardus tigrinus)
GPO1 Gato Palheiro cc M - + - -
(Leopardus pajerus)
GP02 Gato Palheiro Z00 M - + - -
(Leopardus pajerus)
GP03 Gato Palheiro Z00 M - + - -
(Leopardus pajerus)
JDO1 Jaguarundi Z00 F - - - -
(Puma yagouaroundi)
JD02 Jaguarundi Z00 M - + - -
(Puma yagouaroundi)
JGO2 Jaguatirica cC M - + - -
(Leopardus pardalis)
LO1 Ledo Africano Z00 M - + - -
(Panthera leo)
L02 Ledo Africano Z00 M - + - -
(Panthera leo)
0P01 Onga Pintada Z00 F - + - -
(Panthera onca)
0P02 Onga Pintada Z00 F - + - -
(Panthera onca)
0P03 Onga Pintada cC M - - - -
(Panthera onca)
0OP04 Onga Pintada cc M - - - -
(Panthera onca)
OP05 Onga Pintada cc M - + - -
(Panthera onca)
OP06 Onga Pintada (o F - + - -
(Panthera onca)
OP07 Onga Pintada Z00 M - - - -
(Panthera onca)
OP08 Onga Pintada cc F - + - -
(Panthera onca)
0P09 Onga Pintada cc F - + - -
(Panthera onca)
OP10 Onga Pintada Z00 F - + - -
(Panthera onca)
SCo1 Suguarana Z00 F - - - -
(Puma concolor)
SC02 Suguarana Z00 F - - - -
(Puma concolor)
SC03 Suguarana 700 F - - - -
(Puma concolor)
SCo04 Suguarana cC M - - - -
(Puma concolor)
SCO05 Suguarana cc M - + - -
(Puma concolor)
SC06 Suguarana cC F - - - -
(Puma concolor)
SCo7 Suguarana cc M + + - -
(Puma concolor)
TBO1 Tigre de Bengala (Panthera Z00 F - - - -
tigris)
TB02 Tigre de Bengala (Panthera Z00 F - + - -
tigris)
TBO3 Tigre de Bengala (Panthera 700 F - + - -
tigris)
TB04 Tigre de Bengala (Panthera Z00 M - - - -
tigris)
TBO5 Tigre de Bengala (Panthera Z00 M - - - -
tigris)
JGO1 Jaguatirica Z00 F - + + -
(Leopardus pardalis)
OP11 Onga Pintada cc M - + + -

(Panthera onca)
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Quadro 3. Média, desvio padrio e limites inferiores e superiores dos parametros hematoldgicos de felideos silvestres cativos

de DF e GO
Positivos Negativos
Parametros hematolégicos (n=10) (n=14)
Média e DP IC (95%) Média e DP IC (95%)

Hemadcias 6,25+ 2,14 5,87 a 6,64 5,87 £ 2,56 541a6,34
(x 10%/mL)

Volume Globular 33,29 £ 8,87 31,69 a 34,88 37,20 + 8,20 35,72 a 38,68

(%)

Plaquetas 318.000 + 130 294.000 a 341.000 241.000 + 86,69 226.000 a 257.000
Leucécitos 10.435 + 3.991 9.716 a 11.155 10.420 + 4.585 9,593 a11.246
(x 103/mL)
Neutroéfilos 8.338 £ 4.376 7.549 29.127 7.833 £4.241 7.068 a 8.597
(x 10°/mL)
Linfdcitos 2.028+739 1.894a2.161 1.887 £+ 1.245 1.662a2.111
Eosindfilos 190+ 178 158 a 222 271+223 231a311
Mondcitos 203+ 142 178 a229 312 + 246 267 a356

DP = desvio padrdo, IC = intervalo de confian¢a (limites inferiores e superiores). Os animais foram divididos em grupo de positivos e negativos para
agentes Rickettsiales, por meio da PCR. Nao houve diferenca significativa entre grupos para os valores das médias e de limites inferiores e superiores dos
parametros hematolégicos, considerando p<0,05, pelo teste T e Mann-Whitney U.

A. platys, cujo eritrograma apresentava uma severa anemia
(VG = 13%, hemacias = 2,44x10¢, hemoglobina = 4,3g/dL).
E 0 segundo hemograma de um gato palheiro, positivo para A. platys
que apresentou trombocitopenia (plaquetas = 110.000/uL).
Na avaliagdo do esfregago sanguineo deste animal foi observada
inclusao caracteristica de moérula de A. platys em uma
plaqueta. Todos os demais animais, positivos ou negativos
apresentaram hemogramas dentro dos valores de referéncia
para as espécies estudadas.

Utilizando o Teste do Qui-quadrado ao nivel de significancia
de 5%, ndo houve diferenca significativa no nimero de animais
positivos provenientes do Z0OO e do CC, bem como também
ndo houve diferenca entre os sexos.

DISCUSSAO

As doencas infeciosas transmitidas por vetores artrépodes
sdo reemergentes em todo o mundo, devido as mudancas
climaticas e ao acesso a outros nichos ecolégicos que nao os
habituais, constituindo um grande desafio na medicina humana
e veterinaria. A proximidade entre os animais selvagens cativos,
domeésticos e humanos auxilia na transmissdo de parasitas
e amplia os potenciais reservatoérios. Algumas espécies de
Rickettsiales tém grande importancia como causadores de
doencas, tais como Ehrlichia canis, Anaplasma platys (Allison
& Little 2013), Rickettsia rickettsii (Labruna 2009, Fortes et al.
2011, Oliveira et al. 2017), R. parkerii, R. felis, R. typhi
(Fortes etal. 2011) e A. phagocytophilum (Vieira etal. 2011).
Entretanto, ainda ndo esta estabelecido quais desses agentes
ocorrem em felideos silvestres, tampouco quais alteragdes
hematoldgicas causariam nesses animais.

Em nenhuma das amostras de sangue obtidas foi
amplificado DNA de Rickettsia spp. por meio da PCR.
Os felideos desse estudo vivem na regido do cerrado brasileiro,
ambiente com grande populacdo de capivaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) e gambas (Didelphys sp.), que sdo hospedeiros
amplificadores de riquétsias, assim como transportadores
de carrapatos potencialmente infectados, principalmente

Amblyomma spp. Sabe-se, entretanto, que esse carrapato
é encontrado principalmente no Sudeste do pais, onde se
concentra também a maioria de casos de Febre Maculosa
Humana (Krawczak etal. 2014). Nos ultimos 16 anos, apenas
8 casos da doenca foram diagnosticados em GO e 3 casos no
DF enquanto que no estado de Sao Paulo foram diagnosticados
813 casos (Brasil 2017). Outro aspecto a ser considerado é o
desconhecimento acerca da patogenicidade de Rickettsias spp.
para os felideos silvestres ou se esses animais desenvolvem
imunidade e sdo capazes de elimina-las de seus organismos.
Segundo Soares et al. (2015) esses agentes normalmente
causam infeccdes transitérias em vertebrados, que duram
apenas alguns dias, depois tornam-se imunorresistentes e
ndo seria mais possivel encontrar o DNA da Rickettsia no
sangue do hospedeiro. O mesmo é passivel de ocorrer nos
felideos silvestres. No presente estudo nao foram realizados
testes sorologicos para identificacdo de anticorpos para os
agentes pesquisados, o que poderia ter auxiliado na avaliagao
da ocorréncia ou ndo da infec¢do prévia com esses agentes
na regido. Widmer et al. (2011) encontraram anticorpos,
mas ndo DNA, de espécies de Rickettsias em amostras de
sangue de ongas de vida livre do Pantanal. Em estudo com
gatos domésticos, também foram encontradas amostras de
sangue contendo anticorpos, mas nenhum DNA de Rickettsia
foiidentificado (Bayliss etal. 2009). Entretanto, Segura etal.
(2014) encontraram soropositividade em 27.8% dos gatos
estudados na Espanha e 10,8% amostras positivas na PCR.
Nao se sabe, entretanto, se esses gatos estavam na fase aguda
da infeccdo. A espécie de Rickettsia presente também pode
influenciar no ciclo do agente no organismo dos hospedeiros,
facilitando ou ndo a detecgdo de seu DNA em sangue periférico.

A presenca de DNA de A. platys foi encontrada na maioria
das amostras analisadas (64,7%). A. platys é um microrganismo
que infecta plaquetas, resultando em inclusdes basofilicas
denominadas moérulas, que causa a doenga denominada
trombocitopenia ciclica canina (Allison & Little 2013).
Correa et al. (2011) investigaram a presenca do DNA de
A. platys em amostras de sangue de gatos domésticos em
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Campos do Goytacazes/R], sendo detectada em 13,18% das
amostras, sugerindo que gatos possam servir como potenciais
reservatdrios para esses agentes. Acredita-se que o mesmo
possa ocorrer com os felideos silvestres cativos que, talvez
pelo convivio préximo com animais domésticos em algumas
regides, também se infectem com esses agentes tornando-se
reservatdrios.

A ocorréncia de DNA de E. canis foi demostrada em
5,88% das amostras analisadas, resultado inferior ao encontrado
por André et al. (2010), que obtiveram 15% das amostras
de felideos silvestres cativos positivas. Em contrapartida,
Widmer et al. (2011) realizaram um estudo com ongas de
vida livre do Pantanal e ndo encontraram nenhum animal
positivo. Os animais positivos no presente estudo foram uma
sucuarana e um gato-maracaja.

0 DNA de A. phagocytophilum foi encontrado em 5,88% das
amostras analisadas, resultado semelhante ao encontrado
felideos silvestres do zoolégico de Sorocaba/SP, que foi de
4% em gatos-do-mato (André et al. 2012). A presenca de
DNA de A. phagocytophilum também foi relatada em oito
pumas nos EUA (Foley et al. 1999). A. phagocytophilum é o
agente causal da zoonose ehrlichiose granulocitica humana
(Vieiraetal. 2011). No presente estudo, os animais positivos
para A. phagocytophilum foram negativos para E. canis,
entretanto havia coinfec¢do com A. platys.

Os dados hematolégicos dos felideos silvestres positivos
para agentes Rickettsiales do presente estudo ndo foram
significativamente diferentes dos dados encontrados
no grupo de animais negativos, mesmo quando houve
coinfecgdo. A andlise individual dos hemogramas realizados
revelou que um animal co-infectado com E. canis e A. platys
apresentou anemia e outro infectado com A. platys apresentou
trombocitopenia, entretanto, como nido foram realizados
outros exames clinico-laboratoriais para averiguar a
existéncia de outras afeccdes concomitantes, ndo foi possivel
inferir que estas altera¢des tenham sido decorrentes da
infeccdo por estes agentes. Ainda é incerto se A. platys
seja capaz de causar doenca clinica em felideos silvestres
e quais as alteracdes hematoldgicas decorrentes desta
infeccdo. Em gatos domésticos altera¢cdes como anemia
e trombocitopenia foram relatadas, porém, os animais
apresentavam outras doengas concomitantes (Hegarty et al.
2015). E. canis é o agente etiolégico da erliquiose canina
no Brasil, doen¢a que se apresenta desde uma infecgdo
inaparente até casos que levam ao 6bito. A bactéria infecta
leucdcitos mononucleares, podendo causar alteracdes
hematolégicas como trombocitopenia, pancitopenia e
linfocitose. Em gatos domésticos, ja foi documentada a
infeccdo natural e experimental por Ehrlichia spp. (Almosny
1998, Little 2010, Ebani & Bertelloni 2014, Maia et al.
2014) e assume-se que as alteragdes clinicas e laboratoriais
nessa espécie sejam semelhantes as que ocorrem em caes
(Almosny 1998, Little 2010, Braga etal. 2013). Braga et al.
(2013) encontraram anemia, trombocitopenia e linfopenia
nos gatos positivos na PCR para E. canis. Em felideos
silvestres, é incerto se essas bactérias causam alteracdes
hematoldgicas. A. phagocytophilum ja foi documentado em
gatos domésticos causando anemia e trombocitopenia em
animais doentes (Adaszek et al. 2013), entretanto, nenhum
estudo havia sido realizado em silvestres.
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CONCLUSOES

O presente trabalho identificou a ocorréncia da infec¢do
por Anaplasma Platys, Ehrlichia canis e A. phagocytophilum
em felideos selvagens, o que sugere que estes animais podem
servir como potenciais reservatdrios destes agentes para
humanos e outros animais.

Estudos futuros, com um nimero maior de animais,
principalmente de vida livre, devem ser realizados no intuito
de avaliar se estes microrganismos sao capazes de ocasionar
alteracoes clinicas e hematolégicas nos felinos selvagens.
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