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Resumo

PRADO, J. B. F. Levantamento parasitologico e molecular de agentes infecciosos
causadores de diarreia em gatos domiciliados de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, Brasil. 2018. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Diarreia € um quadro clinico comum em felinos domésticos e possui etiologia
variada, sobretudo de origem infecciosa. Objetivou-se neste estudo identificar a
ocorréncia e os fatores de risco de agentes infecciosos associados a diarreia em
gatos domiciliados e investigar a presenca de Enterocytozoon bieneusi em gatos
domiciliados provenientes de Campo Grande, regido centro-oeste do Brasil. De
setembro de 2016 a maio de 2017, setenta amostras de fezes diarreicas de gatos
domiciliados foram coletadas e processadas nos laboratérios de Doencas
Parasitarias e Biologia Molecular, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
utiizando o método de Faust e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
respectivamente. O parasitosmo por Ancylostoma spp. foi identificado em 17% dos
animais amostrados. Os protozodrios foram o0s parasitos mais frequentes,
principalmente Cystoisospora spp. e Giardia intestinalis, diagnosticados pela técnica
de Faust. Dentre os fatores de risco avaliados, gatos com diarreia crénica e que néo
possuiam acesso a rua, estavam significativamente associados a presenca de G.
intestinalis. A técnica molecular de PCR melhorou a cobertura de diagndstico, pela
deteccdo de agentes patogénicos nado identificados pelo exame parasitolégico, tais
como Cryptosporidium felis, Parvovirus spp. e Enterocytozoon bieneusi. Além disso,
a analise por biologia molecular permitiu a identificacdo do genoétipo D de E.
bieneusi, potencialmente zoondético. Sendo assim, é possivel constatar que os gatos
domiciliados de Campo Grande-MS também sdo capazes de dispersar agentes

patogénicos como de grande importancia em saude publica.

Palavras-chave: enteropatias, felinos, coproparasitoldgico, PCR, zoonose.
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Abstract

PRADO, J. B. F. Parasitological and molecular survey of infectious agents causing
diarrhea in cats domiciled in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil. 2018.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Diarrhea is a common clinical picture in domestic cats and has a varied etiology,
especially of infectious origin. The objective of this study was to identify the
occurrence and risk factors of infectious agents associated with diarrhea in domiciled
cats and to investigate the presence of Enterocytozoon bieneusi in cats from Campo
Grande, central-western Brazil. From September 2016 to May 2017, seventy
diarrheic stool samples from domiciled cats were collected and processed in the
Laboratories of Parasite Diseases and Molecular Biology of Federal University of
Mato Grosso do Sul, using Faust and Polymerase Chain Reaction (PCR) techniques,
respectively. The parasitosis by Ancylostoma spp. was identified in 17% of the
animals sampled. The protozoa were the most frequent parasites, mainly
Cystoisospora spp. and Giardia intestinalis, diagnosed by Faust technique. Among
the risk factors evaluated, cats with chronic diarrhea and that did not have access to
the outdoor environment were significantly associated with the presence of G.
intestinalis. The molecular PCR technique improved the diagnostic coverage by
detecting pathogens not identified by parasitological examination, such as
Cryptosporidium felis, Parvovirus spp. and Enterocytozoon bieneusi. In addition,
molecular analyses allowed the identification of E. bieneusi genotype D, a potentially
zoonotic genotype. Thus it is possible to assert that domiciled cats are also able to

disperse pathogens of great importance in public health.

Keywords: enteropathies; feline; coproparasitological; PCR; zoonosis.



Figura 1-
Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Lista de figuras

Oocisto de Cystoisospora spp. em fezes de gato com diarreia,
corado com lugol, 400x

Cisto de Giardia intestinalis em fezes de felino com diarreia,
corado com IUGOl, 400X .....ccvvviiiiiiiiiiiiiees e

Gel de agarose 2%, corado com Gel Red, mostrando produtos de
nested PCR de aproximadamente 392pb de DNA de
ENterocytozoon DIENEUSI .........ccciiiiiiiiiii
Gel de agarose 2%, corado com Gel Red, mostrando produtos
de nested PCR de aproximadamente 864 pb de DNA de
Criptosporidium felis,em 3,8 e 9

14

15

26



Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-
Tabela 8-

Tabela 9-

Lista de tabelas

Agentes e iniciadores utilizados para identificacdo de patdégenos
NO PreSENtE EStUAD......cceiiiiiiiiie ettt e e

Tipo de infeccdo e ocorréncia dos agentes patogénicos em
amostras fecais diarreicas de gatos, identificados pelas Técnicas
de Faust (n=70) e PCR/sequenciamento (n=60), no periodo de
setembro de 2016 a maio de 2017, em Campo Grande-

Co-infec¢bes parasitarias encontrados em amostras fecais de
gatos através do exame parasitolégico de Faust e PCR, no
periodo de setembro de 2016 a maio de 2017, em Campo
Grande- MS ...

Fatores de risco associados a presenca de Giardia intestinalis em
fezes de gatos com diarreia, no municipio de Campo Grande-MS

Fatores de risco associados a presenca de Cryptospordium felis
em fezes de gatos com diarreia, no municipio de Campo Grande-
LS et a e e e e e e e s anrrrraeaeaaas

Fatores de risco associados a presenca de Parvovirus spp. em
fezes de gatos com diarreia, no municipio de Campo Grande-MS

Enterocytozoon bieneusi genotypes only found in cats ...............

Enterocytozoon bieneusi genotypes found in cats and other

Enterocytozoon bieneusi genotypes found in cat and human (and
other host in some genotypes)......c.coeviiiiii i

39

41

42

44

46

47
59

59



Xi

SUMARIO
LINTRODUGAO ...ttt ettt et ettt e et eereeseeeae e 9
2 REVISAO DE LITERATURA .. ..ottt sttt sttt 11
FZN R - U 1 - PP 11
2.2 Fisiopatologia da IArT@Ia ..........ccceiieiuiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e 11
2.2.1 DIarreia OSIMOLICA ....cceeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.2.2 DIArreia SECTEIOMIA ....ceee e e e e e 12
2.2.3 Diarreia associada a motilidade .............cccoe oo, 12
2.2.4 Diarreid @XSUAALIVA. .......uuuuiiie e e et e e e e e e e e et e e e e e e e eeeeennnnnnes 13
2.3 EHIOIOQIA. oo 13
P B B 0] (0 .o - 1[0 1 13
2.3.1.1 CyYStOISOSPOIA SPP. - eeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 14
2.3.1.2 Giardia INteSHINAIIS .......uuuiiie e e e e e 15
P2 Tt G T @Y/ o1 (o 1S oo [0 [10T g =Y o o F PO 16
2.3.1.4 Tritrichomonas fORIUS ......coeeeee e 17
2.3.1.5 TOXOPlasma gONGii .......cceeeeeeeeeeeeeee e 17
2.3.2 HEIMINTOS ... 18
2.3.2.1 ANCYIOSIOMA SPP i 18
ARSI o) (o Tox= T = ] o o PP 19
2.3.3 BACIEIIAS oo 19
2.3.3.1 SaAlIMONEIIA SPP. ..o ———— 20
ARG TG T2 OF= 11 40)Y/ (o] o T= Tex (=T g o] o PO 20
2.3 4 ViTUS oo 21
2.3.4.1 ParvoVvirus feliN0........coooie i 21
2.3.5 MICIOSPOIIAIOS ... 21
2.3.4.1 ENteroCyt0ZO0N DIENEUS ........uuiieiiiiii et e e e e e e e eaa e aeees 22
2.4 Métodos de diagNOSLICO .......ccoeeeeeeeeeeeeee e 22
2.4.1 Exames coproparasitolOgiCOS. ..........uuuiiiiii e e 23

2.4. 1.1 TECNICA U WIIIIS ..o e 23



Xii

P A e Vg 1= o 1 =] (o LU PRT 23
2.4. 1.3 TECNICA TE FAUSE....ccc e 24
2.4.2 MEtOdO MOIBCUIAT ... 24
2.4.2.1 Reacado em cadeia da polimerase (PCR) .........cccoeiiiieiiiiieiiiiii e 24
2422 PCR UB TBZES ..o 26
S OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaas 28
3.1 ODJELVO GEIAI ... 28
3.2 Objetivos Especificos do primeiro capitulo..............cceeviiieiiiiiiiiiiiiiee e, 28
3.3 Objetivos Especificos do segundo capitulo.............ceeiiiieiiiiiiiiiiiiie e, 28
A, REFERENCIAS ..ottt st 29
B. CAPITULO 1 oottt bttt 35
B. CAPITULO 2 ...ttt 53
ANEXOS ..ottt e e et e e e e e e e ettt e e e e e e e e n et e e aaeeanaans 67

AANEXO L o e 67



1 INTRODUCAO

A diarreia é definida como a diminuicdo da consisténcia das fezes pelo
aumento de liquido no limen intestinal (ETTINGER; FELDMAN, 2004). E bastante
comum em gatos domeésticos e pode ocorrer como resultado de desordens no trato
gastrointestinal incluindo causas nutricionais, infecciosas, inflamatérias ou
neoplasicas (PARIS et al., 2013).

Varios enteropatdogenos potenciais foram encontrados em fezes de felinos
com diarreia, incluindo bactérias, virus, protozoarios e helmintos (PARIS et al.,
2013). Dentre os principais agentes infecciosos causadores de diarreia em gatos
citam-se Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp., Toxoplasma gondii,
Cystoisospora spp., Tritrichomonas foetus, Salmonella spp., Campylobacter spp.,
parvovirus felino e coronavirus entérico felino. Alguns destes sdo de grande
relevancia na saude publica, devido ao potencial zoonatico.

S&o0 escassas as informagdes acerca da frequéncia de ocorréncia de muitos
patdogenos causadores de diarreia em gatos, sobretudo no Brasil. A maioria dos
estudos tem por objetivo o diagndstico de helmintos e alguns protozoarios,
detectados por meio de técnicas coproparasitologicas tradicionais, deixando de lado
outros agentes infecciosos ndo detectados por essas técnicas, como virus e
bactérias. Os estudos no Brasil em sua maioria envolvem cées, como o estudo
realizado por Gizzi et al. (2014), no estado do Paranda, que determinou a frequéncia
de agentes infecciosos em fezes de cdes com diarreia por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

Quando se trata de agentes como Tritrichomonas sp., Cryptosporidium spp. e
T. gondii, as técnicas coproparasitologicas, tais como Wiliis, Faust e exame direto,
rotineiramente utilizadas em laboratérios de parasitologia sdo em geral, insuficientes
para descartar a infeccdo, dada a dificuldade de visualizagcdo dos agentes. Além
disso, ndo permitem diagnosticar outros agentes como virus e bactérias que
necessitam de técnicas especiais para seu diagnostico como isolamento viral e
cultura microbiolégica, respectivamente. Dessa maneira, as técnicas de biologia
molecular, notadamente a PCR seguido do sequenciamento de DNA, sdo bastante
apropriadas para a identificacdo destes agentes de forma mais precisa. A maior
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sensibilidade e especificidade das técnicas reduzem o risco de resultados falsos-
negativos, e, até mesmo, diagnostico falso-positivo.

Portanto, no presente estudo utilizou-se a PCR, associada a técnica
parasitologia de Faust, para identificar a ocorréncia e os fatores de risco de agentes
infecciosos associados a quadros de diarreia em gatos domiciliados no municipio de

Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diarreia

A diarreia (da palavra grega "fluir através") € definida como transito rapido de
contetdo gastrico através do intestino (WHYTE; JENKINS, 2012). E resultado de
conteddo aquoso excessivo e constitui o sinal clinico mais importante de
enteropatias em gatos, caracterizada por elevacdo na frequéncia, aumento na
fluidez e no volume das fezes (ETTINGER; FELDMAN, 2004; SHERDING;
JOHNSIN, 2008). Sua classificacdo com base na gravidade, cronicidade e
localizacdo do segmento intestinal que origina a diarreia é clinicamente util, a fim de
determinar a causa ou agente etiolégico, direcionando a abordagem diagnéstica e
também a selecéo da terapéutica inicial (NORSWORTHY et al., 2009).

E considerado um problema bastante comum na préatica clinica de felinos,
particularmente em filhotes, os que vivem em aglomerados e aqueles que tém
acesso a rua (COOK, 2008). Pode ser considerada grave quando seus parametros
indicarem perda de 10% ou mais de peso corporal, desidratacdo, depresséo,
distarbios eletroliticos significativos, alteragdes na temperatura corporal, seja
hipotermia ou pirexia e, laboratorialmente, neutrofiia ou neutropenia
(NORSWORTHY et al., 2009). Nesses casos, ndo é rara a ocorréncia de Obito em
animais jovens que rapidamente desidratam e, por falta de diagndstico preciso nao

respondem ao tratamento.

2.2 Fisiopatologia da diarreia

O trato gastrointestinal possui um processo de absorgéo e secrecdo de agua
bem equilibrado e dindmico e, quando ha perda desse equilibrio decorrente da
diminuicdo da absor¢cédo e aumento da secrecéo, ocorre diarreia (WHYTE; JENKINS,
2012). Ha quatro tipos fisiopatologicos de diarreia (osmotica, secretoria, exsudativa
e a peristaltica), e a determinacao de tais mecanismos auxilia na escolha do melhor
suporte terapéutico ao paciente (NORSWORTHY et al., 2009).
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2.2.1 Diarreia osmoética

A diarreia osmética é causada por um aumento nos solutos ndo absorvidos no
limen intestinal, esses solutos sdo osmoticamente ativos e retém agua causando
distensdo, sendo expelida em forma de diarreias liquidas e volumosas. Esse
aumento de solutos ndo absorvidos é resultado de sobrecarga dietética, ma
digestdo/ma absor¢ao por insuficiéncia pancreatica exocrina, por exemplo, e doenca
da mucosa intestinal como enteropatia inflamatoria. Carboidratos pouco absorviveis
e laxativos sdo exemplos de substancias osmoticamente ativas (NORSWORTHY et
al., 2009).

2.2.2 Diarreia secretoria

Grandes volumes de agua sédo normalmente secretados no limen do intestino
delgado, mas a grande maioria dessa agua € eficientemente absorvida antes de
atingir o intestino grosso. A diarreia secretoria ocorre quando a secre¢ao de agua no
limen intestinal excede a absorcdo. Esse aumento de secrecao de liquido pode ser
resultado de enterotoxinas bacterianas, agonistas colinérgicos, &cidos biliares
desconjulgados e hidroxiacidos graxos que alteram a funcionalidade da bomba de
NaCl-ATPase, permitindo secrecdo descontrolada de agua (NORSWORTHY et al.,
2009).

2.2.3 Diarreia associada a motilidade

A motilidade alterada leva a diarreia como resultado da reducéo da absorcao
de liquidos devido ao encurtamento do tempo de contato entre o epitélio absortivo
intestinal e o contetdo luminal (tempo de transito gastrointestinal reduzido). A causa,
geralmente, € uma diminuicdo na segmentacdo ritmica e, com menos frequéncia,
um aumento no peristaltismo. A motilidade alterada pode contribuir para os outros
mecanismos de diarreia e, raramente, é o disturbio primario causador da diarreia,
como a sindrome do intestino irritavel e a disautonomia (NORSWORTHY et al.,
2009).
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2.2.4 Diarreia exsudativa

A diarreia exsudativa ocorre quando hd um aumento na permeabilidade da
mucosa intestinal causada por doencas que a lesionam ou a destroem, levando a
ma digestdo, diminuindo a absorcdo e permitindo o extravasamento de liquidos,
eletrdlitos e grandes particulas para o lumen (NORSWORTHY et al., 2009).

Essa alteracdo na permeabilidade pode ser causada por Ulceras/erosdes
decorrente do uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais, infiltracdo da mucosa por
neoplasias (linfoma) e inflamacao/infeccdo da mucosa por agentes infecciosos,
como exemplos bactérias (Salmonella spp., E. coli, Campylobacter spp.), virus
(rotavirus, coronavirus, parvovirus canino e felino) e protozoarios (Cystoisospora
spp., Cryptosporium spp., Giardia spp.) (NORSWORTHY et al., 2009).

2.3 Etiologia

A diarreia é um quadro clinico comum em gatos domésticos e possui etiologia
variada, podendo ser desencadeada por estresse, disturbios eletroliticos,
nutricionais, dieta, neoplasia e doenca inflamatéria. Ainda, agentes patogénicos
como parasitos, bactérias, protozoarios, virus e coinfec¢des. Ainda, a diarreia pode
ocorrer como consequéncia de distirbios hepatico ou pancreatico os quais
interferem os processos digestivos e absortivos (ETTINGER; FELDMAN, 2004;
PAYNE; ARTZER, 2009; PARIS et al., 2013). A seguir s&o mecionados 0s principais

agentes infecciosos causadores de diaréia no gato doméstico.

2.3.1 Protozoérios

As diarreias causadas por protozoarios sdo bastante frequentes em gatos,
principalmente as diarreias cronicas, uma vez que nao sao considerados nas
vermifugacgdes de rotina (DOSSIN, 2009).
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2.3.1.1 Cystoisospora spp.

Cystoisospora spp. sdo protozoarios pertencentes a classe dos coccidios,
com muitas espécies e ampla variedade de hospedeiros (URQUHART et al., 1998).
Seus oocistos sao eliminados nas fezes dos hospedeiros e seu tamanho varia em
aparéncia microscopica (Figura 1), que pode ser usado para identificar a espécie
causadora (LAPPIN, 2010). Os gatos sdo hospedeiros definitivos das espécies C.
felis e C. rivolta, que se localizam no intestino delgado, ceco e colon desses animais
(URQUHART et al., 1998; LAPPIN, 2010).

Figura 1- Oocisto de Cystoisospora spp. em fezes de
gato com diarreia, corado com lugol, 400x.(Fonte:
Arquivo pessoal).

A infeccdo ocorre pela ingestdo dos oocistos esporulados no ambiente ou
cistos monozoicos presentes nos hospedeiros paraténicos como camundongos,
ratos, passaros, entre outros (DUBEY; FRENKEL, 1972; BOWMAN, 2010). Apés sua
ingestdo, o protozoario parasita as células epiteliais do intestino, levando a quadros
de diarreias de consisténcia mucosa que levam a rapida desidratacdo, diminuicdo de
apetite e emagrecimento, podendo ocasionar até a morte dos animais,
principalmente em animais jovens, debilitados ou imunocomprometidos (LOSS,
1991; LAPPIN, 2010).
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2.3.1.2 Giardia intestinalis

A giardiase é a infec¢do causada pelo protozoéario género Giardia spp. que
parasita o intestino delgado na sua forma de trofozoito e € eliminada nas fezes como
um cisto oval alongado (Figura 2) (CHANDER, et al., 2006). Possui distribuicao
mundial e infecta uma grande variedade de mamiferos, incluindo o homem (PAYNE;
ARTZER, 2009; ANJOS et al.,, 2013). De acordo com a taxonomia, iniUmeras
espécies de Giardia spp. foram inicialmente descritas (mais de 51), no entanto,
classificacdes atuais descrevem 6 espécies diferentes distribuidas em trés grupos
morfologicos (CACCIO; LALLE, 2015). A espécie G.intestinalis, € descrita como
sinbnima de G. lamblia e G. duodenalis (PAYNE; ARTZER, 2009). Essa espécie
possui diferentes genotipos (A-H) encontrados tanto em humanos quanto em
animais, contudo alguns sdo hospedeiro-especificos, sendo que os gatos podem
albergar o genotipo F, raramente encontrado nos humanos (SCORZA; LAPPIN,
2010).

e

Figura 2- Cisto de Giardia intestinalis em fezes de felino
com diarreia, corado com lugol, 400x. (Fonte: Arquivo
pessoal)

Desconhece-se a importancia do gato como reservatorio para infeccbes
humanas, mas trabalhos recentes citam similaridade entre a G.intestinalis. presente
no homem e em muitas espécies animais, indicando grande possibilidade de
transmisséo entre diferentes espécies (BOWMAN, 2010). Esse protozoario sobrevive

por meses no ambiente e € transmitido pela ingestao oral de cistos a partir de fezes,
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alimentos e/ou agua contaminada, o que também a caracteriza como uma doenca
de veiculagdo hidrica (ETTINGER; FELDMAN 2004; NORSWORTHY et al., 2009).

Embora a maioria dos gatos permaneca assintomatica pela infeccdo de
Giardia (THOMPSON et al., 2008), o quadro clinico da infeccdo em animais é
altamente varidvel e pode incluir tanto diarreia aguda quanto crénica, nausea, perda
de peso e, raramente, desidratacdo, letargia e anorexia (NORSWORTHY et al.,
2009). Em animais adultos, a infeccdo costuma ser assintomatica, e raramente é
detectada, sendo estes animais 0s provaveis disseminadores no ambiente
(THOMPSON et al., 2008).

2.3.1.3 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. sdo protozoéarios, atualmente classificados como
gregarinas (RYAN et al., 2016), que colonizam a borda das células epiteliais do
intestino delgado, onde se reproduzem e eliminam os oocistos (NORSWORTHY et
al., 2009). Esses protozoarios podem parasitar um grande nimero de espécies de
vertebrados: aves, répteis, peixes e mamiferos, tais como gato e até mesmo
humano (FAYER et al., 2000; SMITH et al., 2007). O género Cryptosporidium
compreende 32 espécies descritas (HOLUBOVA et al. 2016; ZAHEDI et al., 2016;
ZAHEDI et al., 2017), sendo que os gatos sdo acometidos principalmente por C. felis
(THOMPSON et al., 2008; LUCIO-FOSTER, 2010).

Os gatos se tornam infectados através da ingestdo de oocistos esporulados
presentes nas fezes, alimento ou agua contaminados (NORSWORTHY et al., 2009).
Em gatos a doenca clinica geralmente € assintomatica, mas quando presente
caracteriza-se pela apresentacédo de episddios recorrentes de diarreia aquosa que
as vezes pode ser tornar profusa e prolongada, anorexia, perda de peso,
desidratacéo e fraqueza (CURRENT; GARCIA, 1991; NORSWORTHY et al., 2009).

Os humanos também s&o susceptiveis a infeccdo por Cryptosporidium
parvum, representando risco a saude publica, principalmente se 0s animais e
humanos forem imunossuprimidos, como os portadores de HIV e idosos (COELHO,
2009; LUCIO-FORSTER, 2010; GALVAO et al., 2012; PEREIRA; FERREIRA, 2012).
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2.3.1.4 Tritrichomonas foetus

Classificados como flagelados de mucosa, de acordo com Bowman (2010),
Tritrichomonas spp. sdo protozoarios que coloniza o lumen intestinal do colon,
formando coldnias proximas a superficie da mucosa (PAYNE; ARTZER, 2009).
Tritrichomonas foetus é conhecido por ocasionar problemas reprodutivos em bovinos
e foi recentemente identificado como causador de diarreias em gatos, principalmente
0s que vivem em alta densidade populacional (FOSTER et al., 2004; GOOKIN et al.
2002; COOK, 2008; HOSEIN et al., 2013). Gookin et al. (2002) examinaram um
namero consideravel de gatos com tricomonose e observaram maior incidéncia da
infecgcdo em gatos jovens com menos de um ano de idade.

A transmissdo do parasita € oral-fecal e ocorre pela ingestdo de trofozoitos
presentes no ambiente. Yao e Koster (2015) descrevem ser comum a contaminacao
pela utilizacdo de caixa de areia por mais de um gato. Os sinais clinicos incluem
diarreia fétida, pastosa a semiformada, podendo conter sangue e muco
(NORSWORTHY et al., 2009). E comum o diagnostico ser dado erroneamente como
Giardia spp., devido a semelhanca de ambos o0s parasitos nos exames
coproparasitolégicos (NORSWORTHY et al., 2009).

2.3.1.5 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozodrio intracelular obrigatério com pouca
especificidade, pois infecta provavelmente todos os animais homeotérmicos e varios
tipos celulares (DUBEY, 2010). Entretanto, somente os felideos representam os
hospedeiros em que ocorre a reproducdo sexuada por gametogonia e consequente
formacao e liberacdo de oocistos junto com as fezes (BICHARD; SHERDING, 1998;
NORSWORTHY et al., 2009). Estes se mantém viaveis no ambiente e se tornam
infectantes para os proprios gatos, e também para outros hospedeiros intermediarios
como o homem, cées e roedores que se infectam pela ingestdo de oocistos
presentes no solo, ou alimentos como vegetais ou carnes com cistos tissulares
(BICHARD; SHERDING, 1998). Os gatos geralmente se infectam pela ingestdo de

bradizoitos encistados nos tecidos de hospedeiros intermediarios, como 0s
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roedores, no momento em que iniciam a atividade predatéria, ainda filhotes, ou
menos comumente pela ingestdo de oocistos em agua e alimentos contaminados
(BICHARD; SHERDING, 1998; NORSWORTHY et al., 2009).

Em geral, os gatos disseminam grandes quantidades de oocistos durante uma
a duas semanas, ap0s o primeiro contato com o parasita, e apresentam apenas um
episddio de eliminagdo durante a vida, principalmente na fase jovem
(NORSWORTHY et al., 2009). Depois, tornam-se relativamente imunes, de forma
que, quando se infectam pela segunda vez, podem eliminar um nimero reduzido de
T. gondii (DUBEY, 2010). A diarreia no momento da eliminagdo dos oocistos é de
rara ocorréncia (SCORZA; LAPPIN, 2010). Na maioria dos gatos, a doenca clinica é
rara, embora tenham sido registrado enterite, linfonodos mesentéricos infartados,
pneumonia, alteracbes degenerativas no sistema nervoso central e encefalite
(NAVARRO et al., 1998).

2.3.2 Helmintos

As helmintoses constituem um grave problema na clinica de cdes e gatos,
devido a alta prevaléncia e por algumas delas serem consideradas zoonoses
(MUNDIM et al., 2004; RIBEIRO, 2004). O parasitismo por helmintos é
frequentemente  subclinico, exceto em  filhotes ou gatos adultos
imunocomprometidos (MUNDIM et al., 2004; NORSWORTHY et al., 2009). A
eliminacdo dos ovos nas fezes pode ser de maneira intermitente, por isso a

vermifugacao deve ser realizada em todos os filhotes (COOK, 2008).

2.3.2.1 Ancylostoma spp.

Os ancilostomas, conhecidos como vermes-ganchos sdo pequenos vermes
nematoides que parasitam o intestino delgado (BOWMAN, 2010). Os gatos sao
parasitados por trés espécies de Ancylostoma: A. braziliense, A. tubaeforme e A.
caninum. As larvas desses parasitos podem infectar o homem, causando as

sindromes conhecidas por larva migrans cutanea (MUNDIM et al., 2004).
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Os gatos se infectam mais frequentemente pela via oral, mas pode ocorrer
também pela via percutanea (RIBEIRO, 2004). Diferente do cdo, a transmissao
transmamaria ndo ocorre no gato (BOWMAN, 2010). Quando as larvas infectantes
sdo ingeridas penetram na parede intestinal, sofrem uma muda, retornam a luz
intestinal e atingem a fase adulta, seus ovos sdo postos no limen intestinal e
eliminados no ambiente com as fezes (RIBEIRO, 2004).

A maioria das helmintoses pode ser assintomatica, mas quando presente, 0S
sinais clinicos incluem diarreia, fezes escuras, vomitos, perda de peso ou
incapacidade de ganhar peso e fraqueza devido a anemia, sendo mais comuns e
graves em filhotes (NORSWORTHY et al., 2009).

2.3.2.2 Toxocara spp.

Os helmiltos do género Toxocara spp.possuem 21 espécies que infectam uma
veriedade de animais em todo o mundo (QUEIROZ; CHIEFFI, 2005). Entretanto , T.
cati ou T. canis, 0s gatos séo parasitados principalmente por, espécies de interesse
em saude publica também por causar sindrome da larva migrans (BOWMAN, 2010).

A infeccdo ocorre por rota oral-fecal por ingestdo de ovos embrionados
presentes no ambiente, ingestdo de larvas nas fezes ou nos hospedeiros
pareténicos, além disso, pode ocorrer transmissao transmamaria (QUEIROZ;
CHIEFFI, 2005). Apés infectados os gatos, principalmente os filhotes liberam
milhdes de ovos no ambiente, dependendo do estado imune e da intensidade
parasitaria (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981). Os sinais clinicos, podem variar, mas na
maioria das vezes a infec¢do ocorre de forma assintomatica (NORSWORTHY et al.,
2009).

2.3.3 Bactérias

As infecgbes bacterianas também tém sido relacionadas a diarreia em gatos.
Embora varias espécies de bactérias tenham sido associadas com diarreia,
identificar uma relacéo causal é dificil porque estas espécies podem estar presentes

em condi¢des clinicas normais (COOK, 2008).
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2.3.3.1 Salmonella spp.

Salmonela spp. sdo bacilos gram-negativos moveis, ndo formadores de
esporos que infectam uma ampla variedade de mamiferos, aves e répteis, levando a
doenca gastrointestinal, sistémica ou infeccéo assintomatica (NORSWORTHY et al.,
2009). Os animais podem adquirir a infeccdo da mesma maneira que os humanos,
por meio da ingestdo de alimentos contaminados, tais como carne crua, aves ou
produtos derivados (SAAD; FRANCA, 2010) e também pela ingestdo de fezes
contaminadas (NORSWORTHY et al., 2009).

A manifestacao clinica da salmonelose em gatos inclui gastroenterite aguda
ou cronica, sepse, doenca febril crbnica sem sinais gatrointestinais ou infeccbes
teciduais localizadas (NORSWORTHY et al.,, 2009). Immerseel et al. (2004)
confirmaram em um estudo que gatos imunocomprometidos que excretam
Salmonella spp. podem representar perigo para a saude publica, como as criancas,
os idosos e imunodeprimidos. Cepas de Salmonella resistentes a muitos antibioticos
foram detectados em gatos (NELSON; COUTO, 2010), e acredita-se ser resultado
do uso indiscriminado de antibiéticos (NORSWORTHY et al., 2009).

2.3.3.2 Campylobacter spp.

Campylobacter spp. sdo bactérias gram-negativas, méveis, de formato curvo
e ndo formadoras de esporos. Sao descritas mais de 37 espécies de Campylobacter,
mas apenas algumas sdo patogénicas para 0s gatos, humanos e outras espécies.
Campylobacter jejuni € a principal espécie de interesse causadora de enterite em
gatos e embora ndo se multipligue no meio ambiente, pode sobreviver por longos
periodos em agua e resistir a baixas temperaturas (WEESE, 2011). No estudo de
Giacomelli et al. (2015), a maioria dos gatos positivos para Campylobacter estava
colonizada pelo C. jejuni. Este € um achado importante sob o ponto de vista da
saude publica, uma vez que o C. jejuni é a espécie mais frequentemente associada
com gastroenterite humana (MOORE et al., 2005).

O microrganismo é adquirido pela ingestao de alimentos contaminados ou por

contato com fezes de animais infectados, uma vez ingerido invade a mucosa do trato
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intestinal, podendo causar enterocolite superficial erosiva. Os sinais clinicos séo
mais provaveis em animais com menos de 6 meses e geralmente consistem em

diarreia mucoide, muitas vezes com sangue fresco (COOK, 2008).

2.3.4 Virus

As diarreias virais s&o frequentemente vistas em gatos filhotes ou adultos
recentemente introduzidos em ambientes multigatos, apresentando gastroenterite
aguda acompanhada de febre (COOK, 2008).

2.3.4.1 Parvovirus felino

As diarreias virais causadas pelo virus da panleucopenia felina séo
observadas principalmente em filhotes e gatos recém introduzidos no ambiente. A
panleucopenia caracteriza-se por ser altamente contagiosa, com alta morbidade e
mortalidade em felinos ndo vacinados com menos do que 12 a 16 semanas; é
raramente observada em gatos idosos (COOK, 2008). A transmissao pode ocorrer
por contato direto entre gatos infectados ou por meio do contato com o virus do
ambiente (NORSWORTHY et al., 2009).

Os sinais iniciais incluem febre e aparecimento agudo de vémitos, de forma
gue os gatos tornam-se deprimidos e rapidamente desidratam (GREENCE et al.,
2006; COOK, 2008). Semelhantemente, como acontece na parvovirose canina, em
gatos, a diarreia liquida pode nao ocorrer até um estagio mais avancado da doenca,
e pode apresentar-se sanguinolenta e com restos da mucosa intestinal
(NORSWORTHY et al., 2009).

2.3.5 Microsporidios

Os microsporidios, recentemente reclassificados como fungos, sao
patdgenos intracelulares obrigatorios (JAMSHIDI et al., 2012). Possui mais de 1.200

espécies descritas e infectam uma variedade de hospedeiros invertebrados e
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vertebrados, incluindo o homem (SANTIN; FAYER, 2011). Atualmente, s&o
conhecidas 17 espécies capazes de infectar o homem, mas Enterocytozoon bieneusi
€ reconhecidamente a mais patogéncia, além de ja ter sido encontrada em uma
ampla variedade de animais, inclusive em gatos (MATHIS et al., 2005; FAYER;
SANTIN, 2014).

2.3.4.1 Enterocytozoon bieneus

E. bieneusi inicialmente considerado um agente patogénico especifico do ser
humano, recentemente foi relatado em uma variedade de animais domeésticos no
mundo todo (Fayer e Santin, 2014). E um patégeno oportunista que infecta
principalmente individuos imunocomprometidos, e causa sinais clinicos associados a
diarreia crénica (MATHIS et al., 2005). A transmissdo ocorre principalmente por via
oral-fecal, por meio do contato direto com esporos eliminados por animais ou
humanos infectados ou pela ingestdo de agua e alimentos contaminados (SANTIM;
FAYER, 2011)

No Brasil, E. bieneusi foi previamente relatado em humanos, suinos, bovinos,
ovinos e aves (Feng et al., 2011; Fiuza et al., 2015, Fiuza et al., 2016a; Fiuza et al,
2016b; Lallo et al., 2012).).Apesar de amplamente distribuido no mundo e em grande
variedade de hospedeiros, inclusive no homem, informacdes a respeito da

prevaléncia em gatos no continente americano, sobretudo no Brasil, s&o escassos.

2.4 Métodos de diagndéstico

A diarreia € um dos sinais clinicos mais comuns apresentadas aos médicos
veterinarios na rotina clinica. Muitas vezes o manejo e o diagnostico definitivo,
principalmente das diarreias cronicas e intermitentes estdo entre os aspectos mais
frustrantes e desafiadores da prética clinica da medicina de pequenos animais. Isto
se deve principalmente em funcéo da grande variedade de patdgenos, auséncia de
sinais clinicos especificos e presenca concomitante de infec¢des por virus, bactérias
e protozoarios (TAMS, 2005).
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7

O exame clinico é o primeiro passo para o diagnostico, mas o0 exame
laboratorial é essencial, estabelecendo a espécie de parasito presente no paciente
e, consequentemente, o tipo de medicamento a ser utilizado pelo clinico durante o
tratamento (NEVES et al., 2005).

2.4.1 Exames coproparasitolégicos

Os exames parasitologicos de fezes sdo importantes para o diagnostico do
agente etiolégico da diarreia e devem envolver a inspec¢éao visual das fezes e se ha a
presenca de sangue, muco e corpo estranho (SHERDING; JOHNSON, 2008). As
fezes de animais que apresentam diarreia devem ser examinadas para parasitos

intestinais (Giardia, coccidios, anciléstomo e tricurideos) (BATT, 2009).

2.4.1.1 Técnica de Willis

A técnica de Willis ainda é o recurso laboratorial mais utilizado, devido a facil
execucdo e baixo custo. Consiste em um método de flutuacéo simples em solucdo
saturada de acucar ou cloreto de sédio, sendo bastante utilizada para evidenciar a
presenca de ovos leves nas fezes, como os de Ancilostomideos (WILLIS, 1921).

2.4.1.2 Exame direto

O Método Direto € utilizado para a pesquisa de cistos de protozoarios e ovos
de helmintos, porém € pouco sensivel e apresenta resultados positivos em infec¢des
massivas. E especifico para pesquisa de trofozoitos nas fezes frescas.
(HOFFMANN, 1987). O exame direto tem como principais desvantagens o fato de

avaliar uma quantidade muito pequena de fezes (BOWMAN, 2010).
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2.4.1.3 Técnica de Faust

Dentre varias técnicas coproparasitolégicas, a técnica de centrifugo-flutuacéo
com sulfato de zinco (Faust) € a técnica de escolha na deteccéo de estruturas leves
como cistos e oocistos de protozoarios e também ovos leves de alguns helmintos, o

que sugere ser uma técnica com boa sensibilidade diagnéstica (FAUST et al., 1938).

2.4.2 Método molecular

O uso de técnicas de biologia molecular, em particular os métodos baseados
na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), possibilita vantagens em relacdo a
outras técnicas por apresentar maior sensibilidade e especificidade. Desta forma,
torna-se um instrumento de diagndstico valioso, principalmente na capacidade em
detectar agentes infecciosos, porém sem determinar a viabilidade dos parasitas
encontrados na amostra biolégica (FUNADA, 2007; DANIELS, 2013; HAAS;
TORRES, 2016).

2.4.2.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Nas ultimas décadas, a PCR tornou-se uma das mais poderosas ferramentas
de biologia molecular. Essa técnica pode ser utilizada para o diagndstico de
infeccbes ou doencas hereditarias e também para analises genéticas através de
pequena porcdo de DNA em diversos tipos de amostras clinicas, tais como sangue,
secrecles, leite, tecidos e até mesmo de fezes (SCHRADER et al., 2012; HASS;
TORRES, 2016).

De maneira geral, a PCR consiste na amplificacdo exponencial in vitro de
copias de fragmentos especificos de &acidos nucleicos (DNA/RNA) do agente
infeccioso causal, que a partir de uma fita molde é possivel gerar até cem bilhdes de
moléculas simulares em uma reacédo (SAIKI et al., 1988; DANIELS, 2013).
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A reacgdo abrange a utilizagdo dos quatro desoxibonucleotideos (dNTPs) do
DNA (A-T-C-G); par de iniciadores especificos (primers) compreendendo na
sequéncia de nucleotideos complementares as sequéncias que delimitam o
fragmento de acido nucléico a ser amplificado; uma enzima Taq DNA polimerase
termoestavel (extraida da bactéria extremofila Thermus aquaticus que € encontrada
em fontes hidrotermais) a qual alonga um pequeno fragmento de DNA de fita
simples (primer); cloreto de magnésio (MgCI2), um cofator para atividade da Taq
DNA polimerase; um tampéo, geralmente cloreto de potassio (KCl), para manter pH
e condicdo adequada para atividade enzimatica; agua ultrapura como diluente e por
fim o DNA molde, previamente extraido da amostra clinica suspeita (HASS;
TORRES, 2016).

A técnica consiste basicamente em trés ciclos: 1) desnaturacédo das fitas de
DNA pelo calor; 2) anelamento dos oligonucleotideos iniciadores especificos (senso
e anti-senso) ao DNA molde; 3) sintese do DNA especifico utilizando a enzima Taq
DNA polimerase- processo de extensdo e polimerizacao da fita (DANIELS, 2013). A
cada ciclo, a quantidade de fragmentos de DNA na reacdo dobra, permitindo a
amplificacdo de milhares de segmentos especificos de DNA (HASS; TORRES,
2016). As moléculas amplificadas pela técnica da PCR sé&o facilmente detectadas e
identificadas pela eletroforese (Figura 3).


https://www.google.com.br/search?q=desoxinucleot%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjDk9Lnk6vZAhVIUJAKHfKvDowQBQglKAA

26

392pb X

Figura 3- Gel de agarose 2%, corado com Gel
Red, mostrando produtos de nested PCR de
aproximadamente 392pb de DNA de
Enterocytozoon bieneusi.(Fonte: arquivo
pessoal).

2.4.2.2 PCR de fezes

A PCR é cada vez mais utilizada como método padrdo na deteccao e
caracterizacdo de microorganismos. No entanto, o método € propenso a substancias
inibidoras, que podem estar presentes na amostra analisada e que pode afetar a
sensibilidade do ensaio ou mesmo levar a resultados falso-negativos (SCHRADER
et al., 2012).

Amostras fecais apresentam grande quantidade de inibidores, tais como
produtos  metabdlicos, polissacarideos, compostos humicos, bilirrubina,
urobilinogénio e sais biliares (GOSH et al., 2000). A pureza do material extraido é a
peca chave para a sensibilidade da reacdo, tanto para agentes patogénicos e nao
patogénicos (McORIST et al., 2002), mas os problemas sédo frequentemente
encontrados em termos de baixo rendimento de DNA e/ou recuperagcao de DNA
isento de substancias inibitérias (WARD; WANG, 2001).
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De acordo com Widmer (1998), existem alguns métodos para a remogao ou
diminuicdo de substancias inibitérias na PCR a partir de material fecal, tais como (1)
purificacdo convencional ou densidade gradientes seguidos de extracdo de DNA,; (2)
separacao fisica de oocistos de material fecal por tecnologia magnética ou triagem
de células; e (3) extracdo direta de fezes diluidas ou pastilhas de fezes lavadas.
Além de realizacdo de cultura de fezes para crescimento de alguns agentes
(FOSTER et al., 2004; HOSEIN et al., 2013).



28

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi determinar a ocorréncia e fatores de risco dos
principais agentes infecciosos associados a diarreia e investigar a presenca de
Enterocytozoon bieneusi em gatos domiciliados de Campo Grande, Mato Grosso do

Sul, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos do primeiro capitulo

o Determinar a frequéncia dos principais agentes infecciosos associados a

diarreia em gatos pela técnica de Faust;

o Determinar a frequéncia dos principais agentes infecciosos associados a

diarreia em gatos pela Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR), tais como

Cryptosporidium spp., G. intestinalis, T. foetus, T. gondii e Parvovirus spp.;

e Avaliar a associagcdo dos agentes com fatores clinicos e epidemiologicos
observadas nos animais estudados;

3.3 Objetivos Especificos do segundo capitulo

e Determinar a frequéncia de E. bieneusi em gatos domiciliados do Brasil,
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Resumo:

A diarreia é um problema rotineiro na clinica médica de felinos, tendo a origem infecciosa
como uma das principais causas. Objetivou-se neste estudo identificar a ocorréncia e 0s
fatores de risco de agentes infecciosos associados a diarreia em gatos domiciliados de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul. Setenta amostras de fezes diarreicas de gatos domiciliados
foram coletadas, de setembro de 2016 a maio de 2017, e processadas nos laboratérios de
Doencas Parasitarias e Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
utilizando o método de Faust e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), respectivamente, e
posterior sequenciamento dos produtos positivos. O parasitismo por Ancylostoma spp. foi
identificado em 17% dos gatos amostrados. Os protozoarios foram os agentes infecciosos de
maior frequéncia, representados por Cystoisospora spp. (28,6%) e Giardia spp. (21,4%) e

Cryptosporidium felis (6,7%). Foi possivel identificar Parvovirus spp. em 8,3% dos animais.
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Dentre os fatores de risco avaliados, gatos que ndo possuiam acesso a rua e com diarreia
cronica estavam significativamente associados a presenca de Giardia intestinalis. Animais
positivos para Parvovirus sp. apresentaram alta frequéncia de defecacdo. A PCR possibilitou
diagnosticar maior numero de animais, pela deteccdo de agentes patogénicos néo
identificados pela técnica de Faust. Alem disso, os resultados mostraram que 0s gatos
domiciliados de Campo Grande —MS também séo capazes de dispersar agentes patogénicos

no ambiente.

Palavras chave: Felinos, Fezes, PCR, Faust

Introducéo

A diarreia € um problema rotineiro na clinica médica de felinos, sobretudo as de
origem infecciosa (COOK, 2008; DOSSIN, 2009). Identificar os agentes patogénicos
gastrointestinais nos gatos é muito importante, ndo somente devido aos danos a salde do
hospedeiro, mas também pelo potencial zoon6tico que algumas espécies possuem (RAGOZO
et al., 2012). Entretanto, chegar ao diagnostico definitivo, principalmente das diarreias
cronicas e intermitentes, &€ muitas vezes frustrante e dificil na pratica clinica devido a grande
variedade de patdgenos e auséncia de sinais clinicos especificos (TAMS, 2005; COOK,
2008).

Dentre os diversos parasitos gastrointestinais, os protozoarios apresentam grande
importancia devido a patogenicidade e elevada prevaléncia em animais domésticos
(DALL"AGNOL et al., 2010). G. intestinalis, Cystoisospora spp. e Cryptosporidium spp. sdo
exemplos de protozoéarios que possuem distribuicdo mundial e sdo frequentemente observados
em fezes de gatos, sendo que algumas espécies de Cryptosporidium spp. e cepas de G.
intestinalis também podem infectar o homem (THOMPSON et al., 2008; LAPPIN, 2010;
ANJOS et al., 2013; LUCIO-FOSTER, 2010). Os sinais clinicos dessas protozooses sao em
geral inespecificos, associados aos quadros de diarreia, principalmente cronica, além de
anorexia, perda de peso, febre, desidratacéo e fraqueza (THOMPSON et al.; 2008; DOSSIN,
2009; NORSWORTHY, 2009).

Outro protozoario como Tritrichomonas foetus, conhecido por ocasionar problemas

reprodutivos em bovinos, foi recentemente identificado como causador de diarreias em gatos,
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principalmente os que vivem em alta densidade populacional (FOSTER et al., 2004; GOOKIN
et al. 2002; COOK, 2008; HOSEIN et al., 2013). J& Toxoplasma gondii tem seus oocistos
eliminados junto com as fezes do hospedeiro. Apesar de rara, diarreia no momento da
eliminacdo dos oocistos pode acontecer, conforme observado por Navarro et al. (1998).

E importante ressaltar as viroses, principalmente aquela causada por parvovirus felino,
como responsaveis por diarreias agudas, observadas principalmente em filhotes que néo
vacinados, levando a quadros severos de desidratacdo (COOK, 2008; NORSWORTHY et al.,
2009).

Quando se trata de agentes como T. foetus, T. gondii e Cryptosporidium spp. as
técnicas coproparasitologicas (Willis, Faust e exame direto), rotineiramente utilizadas em
laboratdrios de parasitologia sdo em geral, insuficientes para descartar a infec¢do, dada a
dificuldade de visualizacdo dos agentes. Além disso, ndo permitem diagnosticar outros
agentes como virus e bactérias que necessitam de técnicas especiais para seu diagnostico
como isolamento viral e cultura microbiolégica, respectivamente. Dessa maneira, as técnicas
de biologia molecular, notadamente a PCR e sequenciamento de DNA, sdo bastante
apropriadas para a identificacdo destes agentes de forma mais precisa. Diante disso, 0 presente
trabalho objetivou identificar ocorréncia de patogenos e os fatores de risco associados a
quadros de diarreia em gatos domiciliados no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, Brasil.

Material e Métodos

Amostras

Apbs aprovacio da Comisséo de Etica de Uso de Animais da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (Protocolo nimero 787/2016), foram coletadas amostras fecais de 70
gatos com diarreia, no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017. As fezes foram coletadas
diretamente da ampola retal por meio de sonda estéril ou do ambiente logo apds a defecacéo,
sendo uma Unica coleta por animal. Todos 0s animais eram provenientes de proprietarios
residentes no municipio de Campo Grande- MS. As amostras coletadas foram armazenadas
em temperatura de refrigeracdo (ou 4 °C) até 0 momento dos exames.

Informagdes acerca de aspectos epidemioldgicos foram avaliadas por meio de

anamnese (Anexo 1). Para os fatores de risco associados a presencga dos agentes, considerou-
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se: sexo; idade; acesso a rua; e presenca de contactantes felinos. Para avaliar a associagdo
entre as caracteristicas clinicas e a presenca dos agentes, foram considerados: a consisténcia
das fezes (pastosa ou liquida); o inicio dos sinais gastrointestinais (quadro agudo: duas
semanas; crénico: igual ou superior a duas semanas); frequéncia de defecacdo (normal: até
duas vezes; elevada: superior a duas vezes por dia); e a presenga de outros sinais sistémicos
obtidos por meio de exame clinico, como por exemplo vémito, desidratacdo, prostracdo,

emagrecimento e hipertermia.

Técnica parasitologica de Faust

As amostras foram submetidas a técnica de centrifugo-flutuacdo em solucéo de sulfato
de zinco (FAUST et al., 1938), processadas em no maximo 24 horas no Laboratério de
Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FAMEZ) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os parasitos foram identificados de acordo com
os caracteres morfologicos de seus ovos, cistos e oocistos, segundo Sloss et al. (1999).

Extracéo de DNA

Uma aliquota de fezes de cada animal foi acondicionada em microtubos de
polipropileno contendo 200 pL de solucdo salina (NaCl 0,9%) e estocada a -20°C, até o
processamento pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no Laboratério de
Biologia Molecular da FAMEZ. Para a extracdo de DNA, utilizou-se o protocolo descrito por
Aragjo et al. (2009). Inicialmente, 300 pL das suspenses fecais armazenadas em microtubos
foram centrifugadas (10000 xg por 10 minutos). Apos descarte do sobrenadante o sedimento
foi suspenso em 500ul de SDS 20% (Dodecil sulfato de sodio), acrescido de 10 pL de
Proteinase K (20 mg/mL). A suspensdo foi homogeneizada em vdrtex e incubada a 65°C por
10 minutos. Em seguida, foram adicionados 400 uL de cloroférmio e novamente agitado em
vortex, quando entdo foi adicionado 300 uL de solucdo de precipitacdo de proteinas (Acetato
de potéassio 5M, Acido acético glacial 11%). Os microtubos foram centrifugados (10000 xg
por 10 minutos) e o sobrenadante transferido para um novo microtubo com capacidade para
1.5 mL. Foi adicionado entdo 1 mL de etanol 100% para precipitacdo do DNA. Apds outra
etapa de centrifugacdo (10000 xg por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e o sedimento
lavado com 1 mL de etanol 70%. Ap6s mais uma etapa de centrifugacdo (10000 xg por 2
min), o sedimento foi submetido a secagem em temperatura ambiente. Apo6s este periodo

foram adicionados 100 uL de agua ultrapura (nuclease free) para diluicdo do DNA.
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A quantidade e a integridade das amostras de DNA extraidas foram avaliadas por
meio de espectrofotometria (BioPhotometer plus; Eppendorf ®) e eletroforese em gel de
agarose (1%), respectivamente. Somente foram utilizadas as amostras que apresentaram
concentracdo igual ou superior a 25 ng/ uL, razdo 260/280nm igual ou superior a 1,75 e

visualizagdo de DNA gendmico em eletroforese.

Reacdo em Cadeia da Polimerase e sequenciamento
As reacOes de PCR foram realizadas com iniciadores e parametros especificos para
cada agente (Tabela 1). Em cada reacdo foram utilizados controles negativo (4gua ultrapura) e

positivos.

Tabela 1. Agentes e iniciadores utilizados para identificacdo de patdgenos no presente estudo.

Agente Primers Referéncia

GDHE F 5>-TCA ACG TYAAYCGYG GYTTCC GT-3’
GDHI F 5’-CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG-3’
GDHIR 5°-GTT RTC CTT GCA CAT CTC C-3°

Cryptosporidium  CTYPIOF1 5'-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3'
CryptoR1 5’-CCC TAA TCC TTC GAA ACA GGA-3’ Xido et al. (1999)

spp. CryptoF2 5’-GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3’

CryptoR2 5’-AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A-3’

T foetus TRF 3 5°-CGG GTC TTC CTA TAT GAG ACA GAA CC-3’ Felleisen et al. (1998)
TRF 4 5°-CCT GCC GTT GGA TCAGTT TCG TTA A-3’

T. gondii AF146527F 5°-CTG CAG GGA GGA AGACGA AAGTT-3’ Homan et al. (2000)
AF146527R 5°-CTG CAG ACA CAG TGC ATC TGG AT-3’

_ CPV F 5°-CAG GAA GAT ATC CAG AAG GA-3’ _
Parvovirus sp. CPV R 5’-GGT GCT AGT TGA TAT GTA ATA AAC A-3’ Buonavoglia et al.,( 2001)

Para deteccdo de Giardia intestinalis foi utilizada a semi-nested PCR descrita por
Read et al. (2004). Foi realizado nested PCR para amplificacdo de 826 a 864 pares de base da
subunidade 18S do rRNA de Cryptosporidium spp., como descrito por Xiao et al. (1999).
Para produzir um fragmento de aproximadamente 432 pares de bases. Para Tritrichomonas
foetus foi utilizada a PCR descrita por Felleisen et al. (1998), para amplificacdo de 347 pares
de bases da subunidade 18S do rRNA. Para investigacdo de Toxoplasma gondii foi utilizada a

reacdo de PCR descrita por Homan et al. (2000), que delimita um fragmento de 529 pares de



40

base em uma regido repetitiva. E, por fim, foi utilizada a reacdo de PCR descrita por
Buonavoglia et al. (2001) para detecgdo de parvovirus.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados sob luz ultravioleta apos eletroforese
em gel de agarose (2%), corado com 1 pL de GelRed (Biotium). Os produtos das reacdes
foram purificados utilizando 20 pL da reagdo de PCR com 2 pL de Clean Sweep PCR
Purification (Appliedbiosystems), com 30 minutos de termociclagem; em seguida duas
aliquotas foram feitas, acrescentando em cada tubo 0,5 pL de cada primer utilizado, forward e
reverse. Apds, as amostras foram secas e enviadas ao laboratorio ACTGene para o
sequenciamento que segue 0 método de Sanger (SANGER et al., 1977). A identificacdo das
espécies foi realizada com o auxilio do programa BLASTn (disponivel em
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, por meio da busca por homologia com sequéncias de
DNA depositadas no GenBank-NCBI.

Estatistica

Estatica descritiva foi utilizada para verificar a frequéncia de cada patdgeno. A
associacdo entre as variaveis clinicas/epidemiologicas e a presenca dos agentes identificados
foi avaliada por meio do teste Exato de Fisher, com nivel de significancia de 5%, utilizando o
programa Biostat 5.0.

Resultados e Discussao

A frequéncia geral de infeccdo por parasitas gastrointestinais (Tabela 2) detectados
pela técnica parasitoldgica de Faust foi de 51,4% (36/70). Tal ocorréncia é compativel com o
observado em varios estudos realizados em diferentes regides do Brasil, 0s quais apresentam
prevaléncias que variaram de 31,5% a 100%, divergindo somente no tipo de técnica(s)
parasitologica(s) escolhida(s) (SERRA et al. 2003; TESSEROLI et al., 2005; FUNADA et al.,
2007; COELHO et al., 2009; DALL’AGNOL et al., 2010; PIVOTO et al., 2013; PEREIRA et
al., 2017).

As variagOes entre ocorréncias de diferentes agentes infecciosos estéo relacionadas as
diferentes condicdes climaticas, socioecondmicas e populacbes de gatos estudadas, como ja
apontado por Mircean et al. (2010). No presente estudo, assume-se que a superioridade na

frequéncia, pode ser atribuida que alguns gatos domiciliados possuiam acesso a rua e também
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que muitos gatos provinham de abrigos ou proprietarios com aglomeracdo de animais.
Condicdes climaticas e socioeconémicas, apesar de ndo avaliadas no presente estudo, também
podem ter favorecido na dispersao e propagacédo dos parasitos.

Dentre as 70 amostras de fezes encaminhadas para extracdo de DNA, em 60 foi
possivel obter DNA em quantidade e qualidade suficientes para pesquisa molecular. Dessas,
em 16,66% (10/60) observou-se amplificacdo para um ou mais agentes (Tabela 2). Algumas
amostras mesmo apresentando na espectrofotometria, quantidades elevadas de DNA, o
mesmo ndo foi observado apos eletroforese, indicando uma possivel degradacdo do material
genético. Além da dificuldade em obter DNA viavel a partir de amostras de fezes, tem sido
observado em alguns estudos que determinadas amostras, tais como fezes e solo, podem
conter inibidores de amplificacdo (polissacarideos, ions minerais e compostos humicos), além
de uma microbiota diversificada, cujo DNA é frequentemente extraido concomitantemente
com o DNA dos patégenos, podendo reduzir a sensibilidade da PCR em até 1000 vezes
(WARD & WANG, 2001).

Tabela 2: Tipo de infeccdo e ocorréncia dos agentes patogénicos em amostras fecais
diarreicas de gatos, identificados pelas Técnicas de Faust (n=70) e PCR/sequenciamento
(n=60), no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017, em Campo Grande- MS.

Agentes Técnica de Faust (%) PCR/sequenciamento (%)
Cystoisospora spp. 28,57 (20/70) *
Giardia intestinalis. 21,43 (15/70) 1,66 (1/60)
Ancylostoma spp. 17,14 (12/70 *
Cryptosporidium felis ** 6,66 (4/60)
Parvovirus spp. ** 8,33 (5/60)
Toxoplasma/Hammondia spp. 1,42 (1/70) 0

* nao foi avaliado por esta técnica; **ndo é possivel identificacdo por esta técnica

Co-infeccdes por dois ou trés agentes foram observadas em 33,3% das amostras
analisadas (Tabela 3), sendo Cystoisospora spp. e Ancylostoma spp. 0s mais frequentes. A
associagdo entre Ancylostoma spp. e Cystoisospora spp. corrobora as observagdes de Coelho
et al. (2009) e Serra et al. (2003), que também observaram como mais frequentes a mesma
associacdo parasitaria em gatos de Andradina-SP e Regido Metropolitana do Rio de Janeiro-

RJ, respectivamente.
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Tabela 3. Co-infecgbes parasitarias encontrados em amostras fecais de gatos através do
exame parasitolégico de Faust e PCR, no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017, em
Campo Grande- MS.

Associagdo de parasitos Frequéncia (%o)
Cystoisospora spp. + Ancylostoma spp. 11,90
Cystoisospora spp. + Giardia intestinalis 4,76
Giardia intestinalis. + Ancylostoma spp. 2,38
Giardia intestinalis. + Toxoplasma/Hammondia 2,38
Cryptosporidium felis+ Cystoisospora spp. 2,38
Cryptosporidium felis +Parvovirus spp. 2,38
Cryptosporidium felis+Cystoisospora spp.+ Ancylostoma spp 2,38
Parvovirus spp.+Cystoisospora spp.+ Ancylostoma spp 2,38
Parvovirus spp.+Cystoisospora spp.+ Giardia intestinalis 2,38

Dentre os diferentes parasitos identificados nesse estudo, 0s protozoarios
Cystoisospora spp., Giardia intestinalis e Cryptosporidium felis foram responsaveis pelo
maior numero de gatos com diarreia. Além disso, foram identificados cistos de
Toxoplasma/Hammondia spp. em um animal, semelhante ao encontrado por Funada et al.
(2007) em dois gatos provenientes de S&o Paulo-SP. Entretanto, ndo foi confirmado T. gondii
pela PCR no presente estudo, o que sugere que o cisto poderia ser de Hammondia spp.
Embora tenha sido observado a ocorréncia de Ancylostoma spp. em 17,1% das amostras, a
maioria apresentava co-infeccdo com algum protozoario, podendo essa ser a causa do
agravamento do quadro clinico de diarreia nos gatos.

Diversos estudos tém observado maiores frequéncias de protozoarios em relacdo aos
helmintos em fezes de gatos (FUNADA et al., 2007; PALMER et al., 2008; DALL’AGNOL
et al., 2010; MIRCEAN et al., 2010; FERREIRA et al. 2013). Palmer et al. (2008) enfatizam
que as infecgdes por protozoarios sdo mais comuns do que por helmintos, devido a maioria
dos animais receberem tratamento anti-helmintico de forma profilatica e periodica.

O protozoario T. foetus ndo foi identificado em nenhuma das amostras analisadas por
PCR. Entretanto, a ndo amplificagdo desse agente ndo significa auséncia do parasita. Hosein
et al. (2013) destacam que a eliminacdo intermitente do parasito durante os episodios de

diarreia dificultando a identificacdo em uma unica colheita de fezes, podendo resultar em
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falsos-negativos. Thurmond & Johnson (2004) destacam que o ideal seria realizar a coleta
seriada de no minimo trés amostras intercaladas. No entanto, no presente estudo essas coletas
ndo foram realizadas.

O protozoario Cystoisospora spp., diagnosticado pela da técnica de Faust, foi 0 mais
frequente (28,57%) no presente estudo. Este resultado foi superior aos encontrados por
Tesserolli et al. (2005) em Curitiba-PR e Ferreira et al. (2013) em Londrina-PR, que apesar de
encontrarem 0 mesmo agente como o mais frequente, observaram frequéncia de 10% e
11,6%, respectivamente. Esses resultados confirmam que o parasito esta presente nas fezes de
gatos de Campo Grande-MS e fatores climéaticos ou de manejo dos animais podem estar
favorecendo a propagacéo do agente.

Entretanto, ao analisar as associacbes entre infeccbes e  fatores
clinico/epidemioldgicos, ndo houve associacdo significativa relacionados a infec¢do por
Cystoisospora spp., corroborando as observaces de outros pesquisadores que consideram
esse agente pouco patogénico (SHAH, 1972). Estudos experimentais indicam que C.felis ndo
¢ patogénico para gatos com mais de um més de idade, sugerindo que tais animais
desenvolvam imunidade a esses coccideos ao longo da vida (Lindsay e Blagburn, 1994). Loss
(1991) concluiu em seu experimento que animais jovens sd0 mais sensiveis a cistoisosporose,
e os fatores estressantes favorecem a eliminagdo dos oocistos nas fezes, muitas vezes
acompanhada de quadro clinico grave.

No Brasil, a prevaléncia de G. intestinalis em gatos é bastante variada (4,2% a 34,5%)
(SERRA et al., 2003; FUNADA et al., 2007; BRINKER et al. 2009; COELHO et al., 2009;
DALL’AGNOL et al., 2010; PIVOTO et al., 2013). No presente estudo G. intestinalis foi o
segundo parasita com maior frequéncia (21,42%) pelo teste de Faust, mostrando resultados
semelhantes aos de Huber et al. (2002) que avaliaram amostras fecais de gatos domiciliados e
de abrigos da cidade de Mangaratiba-Rio de Janeiro, e observaram frequéncia de 21,43%
(6/28) em gatos de abrigos e 45% (9/20) de G. intestinalis em gatos domiciliados.

Entretanto, das 15 amostras positivas apenas uma apresentou amplificacdo na PCR.
Esse fato pode ser explicado pela baixa eficiéncia na recuperacdo dos cistos presentes na
amostra. Gosh et al. (2000), destaca que amplificagcbes negativas na reacdo de PCR para
Giardia spp. pode ser devido a presenca de substancias inibitorias nas fezes, tais como
bilirrubina, urobilinogénio e sais biliares, que reduziram a eficiéncia de amplificacao..

Ao analisar alguns fatores associados a infeccdo por Giardia em gatos (Tabela 4) no

municipio de Campo Grande, MS, observou-se que 0s gatos que ndo tinham acesso a rua
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apresentaram frequéncia de infeccdo significativamente superior (p= 0,0147). Este resultado
evidencia que 0s animais ndo precisam ter acesso ao meio externo para se infectarem por esse
patégeno. E possivel que esses animais tenham se infectado por meio da ingestdo de agua
contaminada e pelo contato préximo com humanos infectados (ETTINGER & FELDMAN
2004; NORSWORTHY et al., 2009). Existem fortes evidéncias de que o homem possa
contaminar 0s animais e vice-versa. De acordo com Bowaman (2010), cerca de 7% da
populacdo humana mundial abriga Giardia spp. no intestino delgado. Entretanto, nesse
estudo, os contactantes humanos dos gatos ndo foram avaliados quanto a infeccéo de Giardia.

Em relacdo aos outros fatores analisados, verificou-se também que a eliminacdo de
cistos de Giardia spp. estd mais associada a quadros crénicos de infeccdo (p=0,0436), uma
vez que a presenca do parasita foi frequente em animais que apresentavam diarreia cronica, ha
mais de 2 semanas. Dossin (2009) considera protozoarios, como por exemplo Giardia spp.,
uma das causas mais frequentes de diarreia cronica em gatos, uma vez que esses ndo Sao
considerados nos protocolos de vermifugacdo de rotina. A infeccdo pode perdurar por um
longo periodo de tempo, possivelmente pela reinfeccdo por cistos presentes em pelos, e ao
habito que os gatos tém de autolimpeza (BRINKER et al., 2009).

Tabela 4. Fatores de risco associados a presenca de Giardia intestinalis em fezes de gatos
com diarreia, no municipio de Campo Grande-MS

Fator de risco Categoria Positivo (n)  Negativo (n) p-value*

Sexo Macho 12 30 0,0851
Fémea 3 25

Idade <1 ano 13 35 0,0780
>1 ano 2 20

Acesso a rua Sim 0 17 0,0087
Né&o 15 38

Contactantes <4 6 25 0,4694
>4 9 30

Consisténcia das Pastosas 11 40 1

fezes Liquidas 4 15

Inicio dos sinais Agudo 3 27 0,0397
Cronico 12 28

Frequéncia Normal 9 25 0,2398
Elevada 6 30

Alteracdes Sem alteracgdes 12 42 0,5345
sistémicas Com alteragdes 3 13

* teste exato de Fisher com 5% de significancia
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O protozoario Cryptospordium felis foi detectado em 6,6% (4/60) das amostras
analisadas por nested PCR/sequenciamento (Figura 4). Tal frequéncia encontrada no presente
estudo corrobora a prevaléncia relatada para esse agente em populagdes de gatos do Brasil, a
qual pode variar de 1,45% a 11,3% (RAGOZO et al., 2002; FUNADA et al., 2007; COELHO
et al, 2009; PIVOTO et al., 2013). Dentre os fatores clinicos e epidemioldgicos avaliados
(Tabela 4), o sexo feminino mostrou ter associacdo significativa (p=0,0259) com a infec¢édo

pelo protozoario.

864pb M

Figura 4- Gel de agarose 2%, corado com Gel Red, mostrando
produtos de nested PCR de aproximadamente 864 pb de DNA de
Criptosporidium felis, em 3, 8 e 9. (Fonte: Arquivo pessoal)

Excluindo o fato de que todos os animais do estudo apresentavam sinal clinico de
diarreia, os demais fatores avaliados ndo mostraram associacdo significativa com a presenca
de Cryptosporidium felis. Tal observagao esta de acordo com citagdes de Dall’Agnol et al.
(2010) que observaram ser relativamente comum a presenca de infecgdes por protozoarios em
gatos saudaveis e assintomaticos, e ainda ressaltam que filhotes parecem ser mais suscetiveis
ao parasitismo, provavelmente devido a imaturidade do sistema imune. No estudo de
Kostopoulou et al. (2017), na Grécia, dos 30.9% de gatos com diarreia, 32.9% estavam

infectados com pelo menos um parasita e ndo foram encontradas associac¢Oes significativas
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entre a infeccdo parasitaria e os fatores de risco, ou mesmo entre deteccdo do parasita e

diarreia.

Tabela 5. Fatores de risco associados a presenga de Cryptospordium felis em fezes de gatos
com diarreia, no municipio de Campo Grande-MS

Fator de risco Categoria Positivo (n) Negativo (n) p-value*

Sexo Macho 0 35 0,0259
Fémea 4 21

Idade <1 ano 3 40 0,5556
>1 ano 1 16

Acesso a rua Sim 2 12 0,2245
Néo 2 44

Contactantes <4 1 27 0,6155
>4 3 29

Consisténcia das Pastosas 3 41 0,7129
fezes Liquidas 1 15

Inicio dos sinais Agudo 1 26 0,6199
Crénico 3 30

Frequéncia Normal 3 25 0,2570
Elevada 1 31
Alteracdes Sem alteracdes 4 43

sistémicas Com alteracdes 0 13 0,3658

* teste exato de Fisher com 5% de significancia

A frequéncia de infeccdo por parvovirus (8,33%) observada no presente estudo, foi
superior aos achados de Sabshin et al. (2012), que encontraram frequéncia de 2% em amostras
de fezes de 480 gatos na Florida-EUA. Visto que nenhum dos gatos era vacinado, tal achado
demonstra a importancia da vacinacdo dos mesmos, pois o0 parvovirus € altamente contagioso
e letal, principalmente em filhotes (SABSHIN et al., 2012). Com relag&o aos fatores clinicos e
epidemioldgicos avaliados (Tabela 6), a elevada frequéncia de defecacdo mostrou associagdo
significativa (p=0,0369) com a infecgdo por porvovirus, corroborando os achados de Cook
(2008).

Acredita-se que os gatos sdo acometidos somente pelo virus da panleucopenia felina,
ou parvovirus felino. Entretanto, Clegg et al. (2012), em seu estudo que compara as espécies

de parvovirus canino e felino, descrevem que os gatos podem portar o parvovirus canino de
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forma assintomaética, além de elimina-lo por longos periodos, aumentando a possibilidade de
gatos serem reservatorios importantes na manutencdo da infeccdo tanto na populacdo de cédes
como na de gatos. Diante disso, 0 sequenciamento das amostras positivas desse estudo seria
de fundamental importancia para esclarecer qual espécie esta infectando os gatos de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul. Entretanto, as amostras enviadas ao sequenciamento foram

insuficientes para determinar a espécie.

Tabela 6. Fatores de risco associados a presenca de Parvovirus spp. em fezes de gatos com
diarreia, no municipio de Campo Grande-MS

Fator de risco Categoria Positivo (n) Negativo (n) p-value

Sexo Macho 2 33 0,6405
Fémea 3 22

Idade <1 ano 2 41 0,1323
>1 ano 3 14

Acesso a rua Sim 3 11 0,0778
Né&o 2 44

Contactantes <4 2 27 0,5645
>4 3 29

Consisténcia das Pastosas 2 42 0,1125
fezes Liquidas 3 13

Inicio dos sinais Agudo 3 24 0,4036
Crbnico 2 31

Frequéncia Normal 0 28 0,0369
Elevada 5 27
Alteracdes Sem alteracgdes 3 44

sistémicas Com alteracdes 2 11 0,2943

* teste exato de Fisher com 5% de significancia

Conclusodes

No presente estudo, a técnica de diagnostico molecular possibilitou a detec¢éo agentes
infecciosos ndo encontrados pelas técnicas usuias de rotina parasitolégica, como por exemplo
parvovirus. Além de permitir a identificacdo de espécies através do sequenciamento, como no
caso de Cryptosporium felis.

A deteccdo de varios agentes patogénicos em fezes diarreicas de gatos deste estudo,

muitos deles com grande importancia em saude publica, demonstra que ndo somente gatos
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errantes, mas também gatos domiciliados podem constituir importantes fontes de infec¢éo de

agentes de carater zoonotico para os seres humanos.
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Highlights

- This is the first report of E. bieneusi in cats from Brazil
- E. bieneusi was detected in 3.3% household animals

- A zoonotic genotype (D) has been found

- E. bieneusi presence and diarrhea in cats could not be associated

Abstract: Enterocytozoon bieneusi is an opportunistic intestinal pathogen that infects humans
and a wide variety of animals worldwide. The present study aimed to investigate the
occurrence of E. bieneusi in a cat population from Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brazil. Sixty fecal samples from diarrheic household cats were collected, submitted to
Polymerase Chain Reaction (PCR) and sequenced for molecular identification. E. bieneusi
was detected in two samples (3.3%), both identified as genotype D. This genotype has already
been reported in a wide variety of animals including humans and is considered as a zoonotic
genotype. However, E. bieneusi presence and diarrhea in cats could not be correlated. Our
findings present the first report of E. bieneusi in cats from Brazil, reinforcing the importance

of this agent identification as a source of infection for animals and humans.
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1. Introduction

Microsporidia are obligate intracellular fungi pathogens. About 1,200 different species
have already been described infecting a wide variety of invertebrate and vertebrate hosts
including man (Santin and Fayer, 2011). However, only 17 species are known to be
pathogenic to humans with Enterocytozoon bieneusi considered as the most common specie
causing disease (Mathis et al., 2005; Fayer and Santin, 2014). E. bieneusi is an opportunistic
pathogen, which mainly infects immunocompromised individuals who have CD4+ cell counts
below 100 cels/mm3 (Lobo et al., 2002) causing clinical signs of chronic diarrhea associated
with abdominal pain, fever and weight loss (Akinbo et al., 2012; Brazil et al., 2000).
Transmission occurs via fecal-oral route, by ingestion of spores eliminated with feces from
infected animals or humans or by ingestion of water and food contaminated with these spores
(Santin and Fayer, 2011).

E. bieneusi was first identified in 1985 in enterocytes from a HIV+ human (Desportes
et al., 1985). In animals, the first description occurred in 1996 in pig feces (Deplazes et al.,
1996), and thereafter detected in feces and intestinal tissue of a wide variety of other animals
(Mathis et al., 2005; Santin and Fayer, 2011). Information on E. bieneusi occurrence in cats is
scarce; there are studies in Asian and European countries, as well as a single study in South
America. Nearly all of these studies have identified zoonotic E. bieneusi genotypes, which
includes cats as dispersing agents and potential source of infection for humans. Since there are
no studies on E. bieneusi in cats from Brazil the objective of the present research was to
investigate the occurrence of E. bieneusi in diarrheic household cats from the city of Campo

Grande, Mato Grosso do Sul State, central-west Brazil.

2. Material and Methods
2.1. Specimens

This study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the
Federal University of Mato Grosso do Sul (Protocol number 787/2016).

Diarrheic fecal samples were cautiously collected from floor right after defecation
from 60 household cats from Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil, from September
2016 to May 2017, with ages varying from 45 days to 17 years. A total of eight houses were

visited, and collections were carried out in private clinics. All samples (approximately 8
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grams each) were placed in clean recipients and immediately transported to the Molecular
Biology Laboratory of Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ), Federal
University of Mato Grosso do Sul (UFMS) where they were stored in 1,5 mL polypropylene
tubes with 500 puL of 0.9% sterile saline solution, and kept frozen at -20 °C until DNA

extraction.

2.2 DNA extraction

Three hundred microliters of the fecal suspensions stored in microtubes were
centrifuged (10,000 x g for 10 minutes). After discarding the supernatant the pellet was
suspended in 500 pL of 20% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), and 10 uL of Proteinase K (20
mg/mL) were added. The suspension was homogenized in vortex and incubated at 65 °C for
10 minutes; then 400 uL of chloroform was added and vortexed again, and 300 uL of protein
precipitation solution (5M potassium acetate, 11% glacial acetic acid) was added. The
microtubes were centrifuged (10,000 x g for 10 minutes) and the supernatant transferred to a
new 1.5 mL microtube. 1 ml of 100% ethanol was then added for DNA precipitation. After
another centrifugation step (10,000 x g for 5 minutes), the supernatant was discarded and the
pellet washed with 1 mL of 70% ethanol. The samples were centrifuged for 2 min (10,000 x
g), and the pellet was subjected to drying at room temperature. After this period 100 uL of
nuclease free water was added for DNA dilution. After analysis in spectrophotometer
BioPhotometer Eppendorf, all samples had a concentration equal to or greater than 25 ng/uL

and a ratio of 260/280nm equal to or greater than 1.75.

2.3 PCR and sequencing

A nested protocol was used for E. bieneusi molecular identification, as described by
Buckholt et al. (2002). The primers used in the first PCR were EBITS3 (5 'GGT CAT AGG
GAT GAA GAG 3') and EBITS4 (5 'TCG AGT TCT TTC GCG CTC 3'); whereas primers
EBITS1 (5 'GCT CTG AAT ATC TAT GGC T 3") and EBITS2.4 (5 ATC GCC GAC GGA
TCC AAG TG 3 ") were used for the second reaction, amplifying a 392bp DNA fragment
comprising part of the internal transcriber spacer (ITS) region of the E. bieneusi rRNA gene
(Buckholt et al., 2002). Reactions were performed in a final volume of 25 ul containing 1.5
mM MgCl,, 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 9), 0.2 mM dNTPs, 1 uM of each primer, and
2.5 U of Tag DNA polymerase. The thermocycling program of the first reaction was 94 °C for
3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30s, annealing at 57 °C for 30s, and
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extension at 72 °C for 40s, followed by a final extension at 72 °C for 10 min. The second
reaction was similar to the first except for the annealing temperature (55 °C), and the number
of PCR cycles (30 cycles). E. bieneusi positive controls obtained from cattle from a previous
study carried out in Brazil (Fiuza et al., 2016), as well as negative controls (ultra-pure water)
were included in all reactions.

Amplification products were visualized in agarose gel (2%) stained with GelRed
(Biotium®) under ultraviolet light after gel electrophoresis. Positive samples were purified
using 20 pL of the reaction PCR with 2 pL de Clean Sweep PCR Purification
(Appliedbiosystems), and 30 minutes in thermocycler. Two aliquots have been made and
added 0,5 pL in each tube of the primer, forward e reverse. The sequencing in both directions
by Sanger method (Sanger et al., 1977) in sequencer. Sequences obtained were aligned with
reference sequences downloaded from GenBank using the program MEGA version 7 to

determine genotypes.

3. Results

Positive E. bieneusi PCR amplifications were observed in 2 (3.3%) of the 60 fecal
samples analyzed. These animals had 3 months and 5 years each, and they were from different
houses. Both PCR products were successfully purified and sequenced presenting 100%
similarity with genotype D. The nucleotide sequences obtained in the present study were
deposited in the GenBank database under accession numbers.

4. Discussion

This is the first report of E. bieneusi in cats from Brazil. E. bieneusi has already been
identified through PCR in cat feces from Asia: China (Karim et al., 2014; Li et al., 2015; Xu
et al., 2016), Japan (Abe et al., 2009), Iran (Jamshidi et al., 2012) and Thailand (Mori et al.,
2013); Europe: Germany (Dengjel et al., 2001), Switzerland (Mathis et al., 1999), Portugal
(Lobo et al., 2006) and Poland (Piekarska et al., 2017); and South America: Colombia (Santin
et al., 2006), with prevalences varying from 5 to 31.3% in studies with 40 or more samples.
The prevalence observed in the present study (3.3%) is similar to that found in other studies
conducted in countries where same diagnostic methodologies were applied. In the other single
study conducted in South America (Santin et al., 2006), 46 cats between 15 days to 10 years

of age were euthanized in Colombia and fecal samples were collected directly from the
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rectum and ileum; eight (17%) animals were considered E. bieneusi positive after molecular
analysis.

There is a lack of information on the occurrence and transmissibility of microsporids
between humans and animals in Brazil. The first human episodes in this country occurred in
1993 in Rio de Janeiro, followed by reports in S&o Paulo and Ceara through techniques based
on microscopy (Hirschfeld et al., 1993; Moura et al., 1993; Wuhib et al., 1994). In 1996, E.
bieneusi was identified as the presumable responsible for severe diarrhea in six HIV+
patients, of whom five died (Brasil et al., 1996). Through molecular biology, E. bieneusi
DNA was confirmed by PCR in nine patients from a group of 40 seropositive individuals who
had chronic diarrhea (Brasil et al., 2000). In addition to these reports, human infection with
microsporidia was detected in immunocompromised patients from a reference center in the
Sdo Paulo State of which 40.3% of 347 patients were positive for microsporids. Therefore, it
is possible that the disease (microsporidiosis) is underdiagnosticated in other regions of the
country.

E. bieneusi DNA has already been observed on fecal samples in Brazil collected from
human (Feng et al., 2011), cattle (Fiuza et al., 2016), birds (Lallo et al., 2012, Cunha et al.,
2016, 2017), pigs (Fiuza et al., 2015) and sheep (Fiuza et al., 2016b). In addition, it was also
detected in a treated effluent water sample collected in the region of Campinas, Sdo Paulo,
which demonstrated a great possibility of dispersion of this agent even after sewage treatment
(Yamashiro et al., 2017). However, the risks of transmission and occurrence of the clinical
disease in the country still remain uncertain and need further clarification.

No clinical symptomatology have been associated with domestic animals in Brazil; in
cattle from the State of Rio de Janeiro, Fiuza et al. (2016) compared feces consistency and the
body condition score from animals in different age groups; however, the association between
such parameters and the occurrence of E. bieneusi could not be confirmed. In the present
study, all feces collected from cats were diarrheic; however, due to the low prevalence
observed and to the non-comprehensive diagnosis of other parasitic, bacterial and viral
etiological agents expected to cause diarrhea, we could not correlate E. bieneusi presence and
this clinical manifestation. Similarly, Dengjet et al. (2011), when analysing 60 diarrheic cat
feces in Germany, found only three E. bieneusi positive samples; Piekarska et al. (2017)
analyzed 44 cat feces samples (nine diarrheic) of household cats in Poland and found a total
of four E. bieneusi positive samples, whith just one being diarrheic. None of these studies

could associate the presence of E. bieneusi DNA and diarrhea in the cats.
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E. bieneusi genotyping adds essencial information to the knowledge of this
microorganism, indicating both possible species-specific genotypes as well as those already
found in more than one animal species. Genotypes found in humans and animals are
considered zoonotic; even when clinical disease is not evident, the presence of the DNA of
this organism in the feces suggests the presence of infection and the possibility of spores
dissemination through feces.

Among more than 200 E. bieneusi genotypes known, 12 are considered specific to cats
(Table 7), whereas other two have been reported in cats and other animals (Table 8);
therefore, these genotypes are considered non-zoonotic. On the other hand, six genotypes
already found in cats are considered zoonotic since they have also been observed in humans
(Table 9). Genotypes D and Type IV are of major importance and are described in several
countries in humans and in a wide variety of animal species (Table 9). In the present study,
both positive cats had the genotype D. This genotype was described in cats for the first time
by Mori et al. (2013) in Thailand, where it was detected in 22 of the 25 E. bieneusi positive
animals, demonstrating that domestic cats may play an important role in the propagation of
zoonotic microsporidiosis caused by this genotype. After this first description, genotype D
was also observed in cats by Karim et al. (2014), Li et al. (2015) and Xu et al. (2016) in
researches carried out in China. Therefore, this is the first report of genotype D in cats outside
the Asian continent. In Brazil, genotype D has already been found in fecal samples from
humans (Feng et al., 2011), cattle (Fiuza et al., 2016) and birds (Cunha et al., 2016; 2017),
suggesting a possible zoonotic transmission risk in this country. In the study conducted in
birds by Cunha et al. (2016), in the State of Minas Gerais, genotype D was the most prevalent,
being found in 58.3% of fecal samples analyzed from chickens collected in public markets.

In a single research in cats from the American continent, Santin et al. (2006) found
17% of the 46 cats tested positive for E. bieneusi in Colombia by molecular methods, and four
other genotypes were found (Type IV, WL11, Perul0 and D-like).

Our results reveal the presence of E. bieneusi infection in domestic cats in Brazil by a
zoonotic genotype. Cats, along with dogs, are the most common companion pets which live
inside homes around the world, with very close contact with humans of all ages and health
conditions. The detection of a zoonotic genotype emphasizes the risk of human infection,
since cats can contribute in the direct or indirect transmission of this parasite through the

contamination of water and foods with spores. The present study thus includes cats as
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potential dispersing agents of zoonotic genotype D in Brazil; however, further studies should
be carried out to confirm this hypothesis.

The knowledge and identification of possible pathogenic agents transmitted by these
animals is of major public health importance, especially to immunocompromised patients.
Thus, for a better understanding of the zoonotic transmission of E. bieneusi in Brazil, new
epidemiological investigations are necessary in cats and other animals, as well as

simultaneous studies of these animals and human from the same residence.

Table 7: Enterocytozoon bieneusi genotypes only found in cats

Genotype (Synonym) | Host Geographic distribution (Reference)
Ebfel1A Cat Switzerland (Mathis et al., 1999)
L Cat Germany (Dengjel et al., 2001);
Portugal (Lobo et al., 2006)
PtEDb 111 Cat Portugal (Lobo et al., 2006)
PtEb IV Cat Portugal (Lobo et al., 2006)
D-like Cat Colombia (Santin et al., 2006)
ETMK2 Cat Thailand (Mori et al., 2013)
ETMK3 Cat Thailand (Mori et al., 2013)
ETMKA4 Cat Thailand (Mori et al., 2013)
CC1 Cat China (Karim et al., 2014a)
CC2 Cat China (Karim et al., 2014a)
CC3 Cat China (Karim et al., 2014a)
eb52 Cat Poland (Piekarska et al., 2017)

Table 8: Enterocytozoon bieneusi genotypes found in cats and other hosts.

Genotype (Synonym) | Host Geographic distribution (Reference)
cca Cat China (Karim et al., 2014a)

Cattle China (Qi et al., 2017)

Cat China (Karim et al., 2014a)

Poland (Piekarska et al., 2017)

Switzerland (Mathis et al., 1999)

Portugal (Lobo et al., 2006)

Dog Japan (Abe et al., 2009)

Colombia (Santin et al., 2008)

United States of America (Feng et al., 2011)
China (Xu et al., 2016b)

PtEb IX

Table 9: Enterocytozoon bieneusi genotypes found in cat and human (and other host in some
genotypes).

Genotype (Synonym) | Host Geographic distribution (Reference)

D (PigEBITS 9, WLS, Human Cameroon (Breton et al., 2007)
Peru9, CEbC, PTEb Gabon (Breton et al., 2007)




YD)

Peru (Bern et al., 2005; Cama et al., 2007; Sulaiman
et al., 2003a)

England (Sadler et al., 2002)

Niger, Vietnan (Espern et al., 2007)

Nigeria (Akinbo et al., 2012; Ayinmode et al., 2011;
Maikai et al., 2012)

Malawi, Netherlands (ten Hove et al., 2009)

Iran (Agholi et al., 20133, b)

Thailand (Leelayoova et al., 2006; Prasertbun et al.,
2017; Saksirisampant et al., 2009)

Russia (Sokolova et al., 2011)

Congo (Wumba et al., 2012)

China (Wang et al., 2013a; Wang et al., 2013b)

Portugal (Lobo et al., 2012)

Tunisia (Chabchoub et al., 2012)

Poland (Kicia et al., 2014)

India (Li et al., 2013)

Democratic Republic of Sdo Tomé and Principe
(Lobo et al., 2014)

Brazil (Feng et al., 2011)

Spain (Galvan et al., 2011)

China (Karim et al., 2014a; Li et al., 2015; Xu et al.,
2016b)

Cat Thailand (Mori et al., 2013)
Brazil (this study)
. Czech Republic (Nemejc et al., 2014)
Wild boar Slovak Republic (Nemejc et al., 2014)
United States of America (Buckholt et al., 2002)
Japan (Abe and Kimata, 2010)
Pig Thailand (Prasertbun et al., 2017)
China (Li et al., 2014a; Zhao et al., 2014b)
Czech Republic (Sak et al., 2008)
South Africa (Abu Samra et al., 2012)
China (Li et al., 2016a; Qi et al., 2017; Zhao et al.,
Cattle 2015C).
Argentina (Del Coco et al., 2014)
Brazil (Fiuza et al., 2016b)
Korea (Lee, 2007, 2008)
Sheep China (Zhao et al., 2015b)
Goat China (Shi et al., 2016; Zhao et al., 2015b)
Takin China (Zhao et al., 2015a)
Beaver United States of America (Sulaiman et al., 2003b)
United States of America (Sulaiman et al., 2003b)
Fox Spain (Galvan-Diaz et al., 2014)
China (Yang et al., 2015; Zhao et al., 2015d)
Muskrat United States of America (Sulaiman et al., 2003b)
Northern raccon China (Li et al., 2016b)
River otter United States of America (Guo et al., 2014)
United States of America (Sulaiman et al., 2003b)
Raccoon China (Xu et al., 2016a; Yang et al., 2015; Zhao et
al., 2015d)
Falcon Abu Dhabi (Muller et al., 2008)
Rabbit Spain (Galvan-Diaz et al., 2014)
Czech Republic (Wagnerova et al., 2012)
Horse Algeria (Laatamna et al., 2015)

China (Qi et al., 2016)
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Colombia (Santin et al., 2010)

African lion

China (Li et al., 2016b)

Asian golden cat

China (Li et al., 2016b)

Portugal (Lobo et al., 2006)

Dog China (Karim et al., 2014a; Xu et al., 2016b)
Pigeon Iran (Pirestani et al., 2013)
Mice Czech Republic (Sak et al., 2011)
Germany (Sak et al., 2011)
Birds Brazil (Cunha et al., 2016; da Cunha et al., 2017)

Northern white
cheeked gibbon

China (Li et al., 2016b)

Golden snub-nosed

monkey

China (Li et al., 2016b)

Olive baboon

China (Li et al., 2016b)

Primate

China (Karim et al., 2015; Karim et al., 2014b;
Karim et al., 2014c)

Baboon

Kenya (Li et al., 2011)

Macaque

United States of America (Chalifoux et al., 2000)

China (Ye et al., 2014)

Type IV (K, Peru2,
BEBS5, CMITS1, BEB-
var, PtEB II1)

Human

Cameroon (Breton et al., 2007; Sarfati et al., 2006)

Gabon (Breton et al., 2007)

Peru (Bern et al., 2005; Cama et al., 2007; Sulaiman
et al., 2003a)

England (Sadler et al., 2002)

Uganda (Tumwine et al., 2002)

Niger (Espern et al., 2007)

Iran (Agholi et al., 2013a)

China (Wang et al., 2013b)

Nigeria (Akinbo et al., 2012; Ayinmode et al., 2011;
Maikai et al., 2012)

Portugal (Lobo et al., 2012)

France (Liguory et al., 1998; Liguory et al., 2001)

Democratic Republic of Sdo Tomé and Principe
(Lobo et al., 2014)

Malawi (ten Hove et al., 2009)

Netherland (ten Hove et al., 2009)

Cat

Germany (Dengjel et al., 2001)

Portugal (Lobo et al., 2006)

China (Li et al., 2015; Xu et al., 2016b)

Japan (Abe et al., 2009)

Colombia (Santin et al., 2006)

Cattle

United States of America (Santin et al., 2012;
Sulaiman et al., 2004)

Korea (Lee, 2008)

Chipmunk

United States of America (Guo et al., 2014)

Woodchuck

United States of America (Guo et al., 2014)

Meadowvole

United States of America (Guo et al., 2014)

Squirrel

United States of America (Guo et al., 2014)

Black bear

United States of America (Guo et al., 2014)

Primate

China (Karim et al., 2014b; Karim et al., 2014c)

Ostriches

Spain (Galvan-Diaz et al., 2014)

Birds

Brazil (Cunha et al., 2016)

Snake

China (Karim et al., 2014d)

Monkey

China (Karim et al., 2015)

Rhesus monkeys

China (Yeetal., 2012)

Dog

China (Karim et al., 2014a)

Colombia (Santin et al., 2008)
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I (BEB2, CEbE)

Human

China (Zhang et al., 2011)

Cat

China (Karim et al., 2014a)

Cattle

Germany (Dengjel et al., 2001; Rinder et al., 2000)

Czech Republic (Jurankova et al., 2013)

Korea (Lee, 2007, 2008)

China (Jiang et al., 2015; Li et al., 2016a; Ma et al.,
2015b; Qi et al., 2017; Zhang et al., 2011; Zhao et
al., 2015c)

Argentina (Del Coco et al., 2014)

Brazil (Fiuza et al., 2016h)

South Africa (Abu Samra et al., 2012)

United States of America (Fayer et al., 2012; Fayer
et al., 2007; Santin et al., 2012; Santin and Fayer,
2009; Santin et al., 2005; Sulaiman et al., 2004)

Algeria (Baroudi et al., 2017)

Primate

China (Karim et al., 2014b)

White tailed deer

United States of America (Santin and Fayer, 2015)

Yak

China (Ma et al., 2015a)

Pig Spain (Galvan-Diaz et al., 2014)
BEB6 (SH5) Human China (Wang et al., 2013b)
Cat China (Karim et al., 2014a)
Brazil (Fiuza et al., 2016a)
Sheep China (Jiang et al., 2015; Li et al., 2014b; Shi et al.,
2016; Ye et al., 2015; Zhao et al., 2015b)
Sweden (Stensvold et al., 2014)
Cattle United States of America (Fayer et al., 2007)
Hog deer China (Li et al., 2016b)
China (Li et al., 2016b)
China (Li et al., 2016b)
Alpaca China (Li et al., 2016b)
Sika deer China (Li et al., 2016b; Zhao et al., 2014a)
Red deer China (Li et al., 2016b)
Primate China (Karim et al., 2015; Karim et al., 2014b)
Horse China (Qi et al., 2016)
Peru (Feng et al., 2011)
Goat China (Shi et al., 2016; Ye et al., 2015; Zhao et al.,
2015b)
Perul0 Human Peru (Bern et al., 2005; Cama et al., 2007; Sulaiman
et al., 2003a)
Cat Colombia (Santin et al., 2006)
WL11 (Peru5) Human Peru (Bern et al., 2005; Cama et al., 2007; Sulaiman
et al., 2003a)
Cat Colombia (Santin et al., 2006)
Dog Colombia (Santin et al., 2008)
Fox United States (Sulaiman et al., 2003b)
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ANEXOS

Anexo 1

FICHA DE CADASTRO ANIMAL

PROJETO: Qcorréncia dos principais agentes infecciosos causadores de diarreia em uma
populacio de gatos domésticos em Campeo Grande, Mato Grosso do Sul

Dat: FichalMamean:

Mome: Seo ldade: Peso:
Espacia: Raga: Pelagam:
Proprietana:

Enderego:

Talefonas:

-Demiciliade: { )YNac ([ ) Sim: Area Urbana{ ) Arearual{ )
- Contactantes: | JMao ([ ) Sim -qual espace e quantas

- Tem acessc arua: | JMNSo | ) Sm Castrado: { ) Mao | ) Sm
-Tipo de Dieta: { ) Casera { ) Comercial {1 Mista

- Vacinacio: { 1T Ma { ¥Sim- quais?

= Vermifugagio { ) Mao { ) Sim-Data

= Sinais Clinicos:

- Alteragdes gastrintestinais

{ ) Sem sinais { ) Diamreia { ) vbmito { ) Constipacio
- Consisthncia das fexes: | ) Pastosa { JLiguwda [ ) Presenca de sangue
= Froguéncia: { JFrequénciancmal () Muto frequents
- Inksio dos sinais: | ) Aguda | ) Crdneo- Quanta tempa

{ ) Diameia intermitente

= Tratamentos anteriores: { JMNao | ) Sim =C0uas

- Outras alteragtes
[ ) Anorexia { ) Desidratagho { ) Prostragio

[ ) Hipetemnia ( ) Hipotemmia { ) Outros sinais

Observagies:

FAUST:

PCR:




