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RESUMO

RAIMUNDO, Juliana Macedo. Alteracdes hematoldgicas e investigacdo molecular de
micoplasmas hemotroficos e piroplasmas em felinos domesticos (Felis catus) na Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro, RJ. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinéria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Os hemoparasitos Mycoplasma spp. e Cytauxzoon felis sdo micro-organismos com potencial
para causar anemia e demais condicOes debilitantes em felinos domésticos. O objetivo do
presente estudo foi detectar molecularmente a infeccdo por hemoplasmas e Cytauxzoon felis
em gatos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, associando-a aos dados hematoldgicos.
Dos 197 gatos amostrados, 45 (22,8%) foram positivos pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real (gPCR) para Mycoplasma spp. e 22 (11,2%) apresentaram estruturas
epieritrociticas sugestivas na pesquisa direta em esfregaco sanguineo. A frequéncia de
infeccdo das espécies de hemoplasma pela PCR, utilizando oligonucleotideos espécie-
especificos, foi 4,6%, 4,6% e 11,7% para M. haemofelis (Mhf), ‘Candidatus M. turicensis
(CMt) e ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm), respectivamente. ‘Candidatus
M. haemominutum’ constitui, portanto, a espécie de maior ocorréncia na populacdo de gatos
estudada. Foram identificadas coinfecgdes entre Mhf e CMhm (1,0%), Mhf e CMt (0,5%) e
CMhm e CMt (0,5%), assim como coinfec¢éo tripla em um animal (0,5%). Néo foi observada
diferenga na distribuicdo de Mycoplasma spp. entre 0s animais provenientes dos municipios
da Baixada Fluminense (23,9%) e Rio de Janeiro (21,3%). No entanto, constatou-se maior
distribui¢do de gatos positivos para ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M.
turicensis’ no municipio do Rio de Janeiro. Ja a infec¢do por M. haemofelis foi maior na
Baixada Fluminense, cujos gatos apresentaram cinco vezes mais chance de se infectarem por
este agente (p>0,05). Os picos de infeccdo por Mycoplasma spp., M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’ foram maiores no verdo, por outro lado, ‘Candidatus M.
turicensis demonstrou pico de infeccdo no inverno, tais achados ndo foram significativos
estatisticamente (p>0,05). No tocante as alteracdes hematoldgicas associadas a infeccdo por
M. haemofelis, constatou-se anemia predominantemente do tipo macrocitica hipocrémica
(p<0,01), linfocitose (p<0,03), trombocitopenia (p<0,04) e presenca de mondcitos ativados
(p<0,04). Por outro lado, nenhum parametro hematoldgico relevante a micoplasmose felina
foi associado a infec¢@o pelos hemoplasmas ‘Candidatus M. haemominutum e ‘Candidatus
M. turicensis’. Tais achados confirmam a distinta patogenicidade das espécies de
hemoplasmas. Quanto aos fatores associados a ocorréncia de micoplasmose em felinos do
Rio de Janeiro, gatos machos sdo mais propensos a infeccdo por M. haemofelis e ‘Candidatus
M. haemominutum (p<0,01), tal relagcdo, no entanto, ndo foi observada na infecgéo por
‘Candidatus M. turicensis’ (p>0,05). Embora sem associacdo estatistica, gatos adultos
apresentaram mais chances de se infectarem por hemoplasmas (p>0,05). Todos 0s animais
foram negativos para Cytauxzoon felis pela PCR, embora tenham sido evidenciadas formas de
piroplasma em hemadcias de dois animais. Os resultados demonstram a ocorréncia das trés
especies de micoplasmas hemotroficos e de piroplasmas na regido metropolitana do Rio de
Janeiro e denotam seu potencial como causador de anemia. Consequentemente, 0
conhecimento da doenca bem como dos fatores relacionados a sua ocorréncia sdo necessarios
para a adogdo de medidas preventivas visando a saide animal.

Palavras-chave: Felinos domésticos; Hemoplasmas; Piroplasmas



ABSTRACT

RAIMUNDO, Juliana Macedo. Hematological disorders and molecular investigation of
haemotropic mycoplasmas and piroplasmas in domestic felines (Felis catus) from
Metropolitan Area of Rio de Janeiro, RJ. 2014. Dissertacdo (Master Degree in Veterinary
Medicine, Pathology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Mycoplasma spp. and Cytauxzoon felis are hemoparasites with potential to cause anemia and
other debilitating conditions in domestic cats. The aim of this study was to detect by
molecular technique hemoplasma and Cytauxzoon felis infection in cats from Metropolitan
Area of Rio de Janeiro, as well as linking it to the hematological data. From a total of 197 cats
sampled, 45 (22.8%) were positive by Real-Time Polymerase Chain Reaction (QPCR) to
Mycoplasma spp. and 22 (11.2%) have shown structures compatible with haemoplasma
organisms on blood smear. The infection frequency of hemoplasma species by PCR, using
primers specific to hemoplasma species, was 4.6%, 4.6% and 11.7% for Mycoplasma
haemofelis (Mhf), ‘Candidatus M. turicensis (CMt) and ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm), respectively. Therefore ‘Candidatus M. haemominutum’ was the
specie with the highest incidence in the cats studied. Co-infection between Mhf and CMhm
(1.0%), Mhf and CMt (0.5%) and CMt and CMhm (0.5%) have been observed, as well as
triple co-infection in one animal (0.5%). No difference of Mycoplasma spp. distribution was
observed between animals from Baixada Fluminense districts (23.9%) and Rio de Janeiro
(21.3%). However, there was a higher distribution of positive cats for ‘Candidatus M.
haemominutum’ and ‘Candidatus M. turicensis’ in the district of Rio de Janeiro. Mycoplasma
haemofelis infection was higher in Baixada Fluminense, whose cats had five times more
chance to be infected by this agent (p> 0.05). Mycoplasma spp., M. haemofelis and
‘Candidatus M. haemominutum infections were higher in the summer, on the other hand,
‘Candidatus M. turicensis showed a peak of infection in the winter, these findings were not
statistic different (p>0.05). Regarding hematological changes associated with M. haemofelis
infection, macrocytic hypochromic anemia (p<0.01), lymphocytosis (p<0.03),
thrombocytopenia (p<0.04) and the presence of activated monocytes (p<0.04) were observed.
On the other hand, no hematologic parameter relevant to feline mycoplasma infection was
associated with ‘Candidatus M. haemominutum’ and ‘Candidatus M. turicensis’. These
findings confirm the different pathogenicity of hemoplasmas species. Regarding associated
factors to the occurrence of mycoplasmosis in felines of Rio de Janeiro, male cats were more
prone to be infected by M. haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum (p<0.01).
However, this relationship was not observed in infection by ‘Candidatus M.
turicensis’(p>0.05). Although no statistical association was found, adult cats were more likely
to be infected by hemoplasma (p>0.05). All animals were negative for Cytauxzoon felis by
PCR, although piroplasma forms were seen in erythrocytes of two animals. The results
demonstrate the occurrence of three species of haemotropic mycoplasmas and piroplasmas at
Metropolitan Area of Rio de Janeiro and denote their potential to cause anemia.
Consequently, the knowledge about the disease and the factors related to its occurrence are
required for the adoption of preventive action aiming at animal and man health.

Key words: Domestic cats; hemoplasmas; piroplasma
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EUA Estados Unidos da América

FeLV Virus da Leucemia Felina

FIV Virus da Imunodeficiéncia Felina

GGT y-Glutamiltransferase

He Hemécias

Hg Hemoglobina

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

Ht Hematdcrito

IC Intervalo de Confianca

MAM Mondcitos ativados a macrofagos

Max. Limite maximo

Mhf Mycoplasma haemofelis

Min. Limite minimo

N Numero de gatos

pb Pares de base

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)
PM Peso molecular

PPT Proteina Plasmaética Total

gPCR Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
RNA Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid)

rmpB Gene RNase P

Taq Thermophilus aquaticus

m Temperatura de dissociacdo (Melting Temperature)
UFRRJ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
UNESP Universidade Estadual Paulista

VGM Volume globular médio
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1 INTRODUCAO

O estudo dos agentes infecciosos e parasitarios em animais de companhia tem sido
intensificado ndo somente em decorréncia das doencas que promovem nos animais, mas
também pelo possivel potencial zoondtico em meio ao estreito convivio com o homem.
Podem igualmente serem carreados silenciosamente e transmitidos a outros animais por
transfusdo sanguinea, brigas e artropodes vetores, tais como pulgas e carrapatos,
disseminando os agentes. Neste contexto, o real papel dos felinos domésticos ainda néo esta
totalmente esclarecido, uma vez que ha poucos estudos a cerca das hemoparasitoses que
acometem estes animais. No Brasil, a populacdo de gatos tem apresentando crescimento
anual acelerado, sendo superior ao crescimento da populacéo de cdes (ABINPET, 2013). Em
face a verticalizacdo urbana das grandes cidades, tem-se optado por criacdo de gatos em
funcdo das facilidades de manejo, baixo custo e reduzido espaco requerido, podendo esses
animais ser reservatorios de agentes patogénicos transmitidos por artropode ao homem.

Agentes eritrociticos, tais quais micoplasmas hemotroficos e Cytauxzoon felis séo
micro-organismos com potencial para causar anemia e demais condigOes debilitantes em
felinos domésticos. Desta forma, o conhecimento destas enfermidades bem como os fatores
que interagem para 0 surgimento destas é necessario para a formulacdo de estratégias de
profilaxia e controle, visando a sanidade do animal e do homem. Vale ressaltar a importancia
de estudos baseados na epidemiologia e alteraces hematoldgicas relacionadas a ocorréncia
destas doencas, objetivando auxiliar no diagnostico destas em clinicas e hospitais veterinarios.
Hemoplasmas séo reconhecidos como importante causa de doenga em gatos, podendo 0s
animais manifestar anemia severa a infec¢bes cronicas sem manifestacdo clinica. Estudos
recentes utilizando técnicas moleculares para a deteccdo de micoplasmas hemotréficos em
felideos tém sido conduzidos no Brasil, com relatos de Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ em todas as regides do
Brasil (BIONDO et al.,, 2009). No entanto, é reportada variagdo de patogenicidade e
viruléncia de acordo com a espécie infectante, denotando a importancia da caracterizacdo
molecular deste agente. Acrescenta-se a isso, a deteccdo molecular de Mycoplasma
haemofelis em um paciente brasileiro HIV- positivo (SANTOS et al., 2008), o que ressalta a
importancia de estudos futuros para melhor entender o impacto dos hemoplasmas em gatos
domeésticos e, adicionalmente, determinar o valor destes como agentes zoonoticos,
particularmente em pacientes imunocomprometidos.

Cytauxzoon felis € um agente eritrocitico, natural de felideos selvagens, transmitido
aos felinos domésticos por intermédio de carrapato vetor. Na fase eritrocitica causa infeccéo
assintomatica, entretanto, na fase tissular determina doenca aguda e frequentemente fatal em
gatos domesticos. Estudos revelam que gatos sobreviventes a infec¢do clinica da doenca
tornam-se persistentemente infectados mesmo ap6s serem submetidos a protocolo terapéutico
e que, deste modo, funcionariam como fonte de infeccéo a outros felinos domésticos. Logo,
técnicas moleculares e hematoldgicas ganham relevancia no que diz respeito a determinagdo
do nivel de agentes circulantes na populacéo felina, visto que, ha relatos na literatura de que a
maioria dos felinos domésticos diagnosticados positivos € assintomatica.

O presente estudo teve como objetivo diagnosticar a presenca de infeccdo por
micoplasmas hemotréficos e Cytauxzoon felis em felinos domésticos do estado do Rio de
Janeiro, por meio de métodos hematoldgicos e moleculares e, adicionalmente, caracterizar as
alteracfes hematologicas e fatores associados a infeccdo natural pelos agentes estudados a fim
de orientar médicos veterinarios no diagndéstico destas enfermidades.



2 REVISAO DE LITERATURA

Hemoparasitoses vetoradas por artropodes ocorrem comumente na populacgéo felina do
Brasil (ALMOSNY, 2002). Mycoplasma spp. séo usualmente diagnosticados em gatos do Rio
de Janeiro (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007; MACIEIRA et al., 2009), podendo
provocar anemia hemolitica e outras manifestac6es clinicas inespecificos (TASKER, 2010).
Cytauxzoon felis, parasito natural de felinos selvagens, transmitido por carrapatos, pode
causar doenca grave e fatal em gatos domésticos (MEINKOTH; KOCAN et al., 2005;
GREENE et al., 2006). Um grande numero de agentes infecciosos, hospedeiros e vetores
estédo envolvidos com estas enfermidades e sua epidemiologia (HARRUS; BANETH, 2005).

2.1 Micoplasmas Hemotroficos (Hemoplasmas)

2.1.1 Agente etioldgico: Morfologia e historico

Micoplasmas hemotroficos sdo bactérias Gram-negativas, de tamanho reduzido (0,3 a
0,8uM), cuja morfologia varia de cocos Unicos, em pares e ocasionalmente, cadeias cocoides.
Parasitam obrigatoriamente a superficie marginal de eritrocitos (epieritrocitario)
(ALMOSNY, 2002; URQUHART et al., 2003; TASKER, 2010), levando a deformacgéo na
membrana dos eritrécitos parasitados (NEIMARK et al.,, 2001). Caracteristicamente
apresentam genoma reduzido, auséncia de parede celular e flagelo, sdo susceptiveis a
tetraciclina e resistentes a penicilina ou qualquer outro antibiotico cujo alvo € a parede celular
(NEIMARK, 2001). Estes agentes ndo sdo cultivaveis in vitro (RIKIHISA et al.,1997;
SYKES et al., 2003).

A infeccdo por micoplasma hemotréfico (hemoplasma) em gato foi descrito
primeiramente por Clark em 1942 na Africa do Sul, no qual foram observados, por meio da
analise de esfregacos sanguineos e de ‘imprints’ de baco, parasitos anelares localizados na
superficie de hemécias e no interior de células esplénicas, sendo classificado em decorréncia
de sua localizacdo no género Eperythrozoon, espécie Eperythrozoon felis. Em 1953, nos
Estados Unidos (EUA), Flint e Moss, descreveram parasitos na superficie de hemacias de
gatos anémicos. Estes autores, através da inoculacdo intraperitoneal de sangue infectado em
gatos sadios, reproduziram experimentalmente a condicédo clinica e comprovaram serem estes
parasitos os responsaveis pela anemia observada no felino infectado naturalmente, nomeando
a doenca em Anemia Infecciosa Felina.

Em 1955, Flint e McKelvie sugeriram o nome Haemobartonella felis ao organismo
causador da Anemia Infecciosa Felina, pois embora semelhantes a Eperythrozoon felis, este
raramente era visualizado livre no plasma e pouco comumente observava-se a forma anelar. A
doenca foi sendo progressivamente diagnosticada em outros estados dos EUA (BALAZS et
al., 1961), bem como em outros paises, tais quais Inglaterra e Brasil (SEAMER; DOUGLAS,
1959; MASSARD et al., 1978).

Inicialmente, Eperythrozoon felis e Haemobartonella felis foram considerados
organismos diferentes embora pertencessem a mesma classificacdo taxondmica - familia
Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. Esta classificagdo foi sugerida em decorréncia das
caracteristicas morfologicas e bioldgicas, tais quais, auséncia de membrana externa, por serem
organismos ndo cultivaveis in vitro e por parasitarem eritrocitos, assim como Anaplasma spp.
(RISTIC; KREIER, 1984). Entretanto, diferentemente de Anaplasma spp., tanto E. felis
quanto H. felis se desenvolvem na superficie dos eritrécitos (DUARTE et al., 1992).

Na década de 90, com o advento dos ensaios moleculares, tornou-se possivel a analise
genética de ambos os organismos. Rikihisa et al. (1997), através da analise do gene 16S rRNA
de Haemobartonella felis e Eperythrozoon felis, evidenciaram tratar-se do mesmo parasito,
sendo estes mais proximos filogeneticamente do género Mycoplasma do que Anaplasma.
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Adicionalmente demonstraram a existéncia de duas cepas distintas de Haemobartonella —
Ohio-Flérida e Califérnia, uma vez que apresentam similaridade de somente 85% entre si.
Desta forma sugeriram que Haemobartonella spp. e Eperythrozoon spp. fossem
reclassificados no género Mycoplasma, familia Mycoplasmataceae e classe Mollicutes.

Com a reclassificacdo de Haemobartonella felis e Eperythrozoon felis no género
Mycoplasma, a cepa Ohio-Flérida (forma maior) passou a ser denominada Mycoplasma
haemofelis e a cepa California (forma menor), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
(FOLEY; PEDERSEN, 2001; NEIMARK et al., 2001). O termo ‘Candidatus’ utilizado na
identificacdo de novas especies de hemoplasmas simboliza sua classificacdo provisoria, que
sera mantida até que informacgBes que suportem esta classificacdo estejam disponiveis
(SYKES, 2003).

Willi et al. (2005) descreveram uma nova espécie de micoplasma infectando um gato
com anemia hemolitica grave na Suica, denominada ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. O
mesmo grupo evidenciou a transmissao experimental do agente a gatos sadios por meio da
inoculacdo de sangue infectado, com consequente reproduc¢ao clinica da doencga. ‘Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’ ¢ ‘Candidatus Mycoplasma haemocanis’ ja foram detectados
em felinos domésticos (HORA, 2008; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013).

Micoplasmose hemotrofica felina foi o nome sugerido por Sykes (2003) para designar
a condicdo clinica determinada por estes agentes agora denominados hemoplasmas ou
micoplasmas hemotroficos (NEIMARK et al., 2001).

Mycoplasma haemofelis foi a primeira espécie de hemoplasma a ter seu genoma
completamente seqiienciado; desta forma, as caracteristicas bioldgicas deste organismo néo
cultivavel in vitro poderdo ser investigadas e melhor compreendidas (BARKER et al., 2011a,
2011b). Barker et al. (2011b) identificaram proteinas imunogénicas deste agente e potencial
mecanismo de evasao do sistema imune do hospedeiro. Messick e Santos (2011), por meio de
expressdo de proteinas recombinantes de M. haemofelis, identificaram antigenos com
potencial imunogénico a serem futuramente empregados em testes sorolégicos e vacinas.
Logo, novos avancos tém sido observados no campo de estudo da hemoplasmose em felinos,
cujos objetivos principais sdéo ampliar conhecimento sobre a biologia destes microrganismos
e, consequentemente, o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e de prevencao da
doenca.

2.1.2 Epidemiologia

2.1.2.1 Prevaléncia

Os micoplasmas hemotréficos - Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’- S0 bactérias responsaveis pela
inducdo de anemia em uma variedade de mamiferos, incluindo felinos domésticos e silvestres
(BARKER; TASKER, 2013). Estudos tém reportado a provavel infeccdo por este grupo de
bactérias no homem (HU et al., 2009; SANTOS et al., 2008; YUAN et al., 2009; MAGGI et
al., 2013).

InfeccBes por micoplasmas hemotréficos em gatos diagnosticadas com base em em
ensaios moleculares j& foram reportadas em todos os continentes. A frequéncia de
hemoplasmas é bastante variada, sendo de 12% a 43,4% na Europa (CRIADO-FORNELIO et
al., 2003; PETERS et al., 2008; GETILLINI et al., 2009; JUVET et al., 2010; MAHER et al.,
2010; ROURA et al., 2010 BENETT et al., 2011; MARTINEZ-DIAZ., 2013), 6,5% a 56,7%
nas Américas (KEWISH et al., 2004; NIBBLETT et al., 2004; BAUMANN et al., 2006;
LAPPIN et al., 2006; ISHAK et al., 2007; STOJANOVIC; FOLEY, 2011), 27,9% a 31% na
Oceania (TASKER et al., 2004; JENKINS et al., 2013;), 23% na Asia (ASSARASAKON et
al., 2012) e 25,5% a 44,8% na Africa (LOBETTI; TASKER, 2004; LOBETTI; LAPPIN,
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2012). A espécie de hemoplasma com maior prevaléncia difere entre os estudos em
decorréncia da categoria das amostras estudadas — anémicos ou ndo, gatos errantes,
domiciliados ou de abrigo.

A prevaléncia de hemoplasmas no Brasil, utilizando ensaios moleculares como
método diagndstico, varia de 6,5% a 56,7% (BAUMANN et al., 2006; HORA, 2008;
MACIEIRA et al., 2008; MAIA et al., 2008; BORTOLI et al., 2012; BRAGA et al., 2012;
ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013; MICELI et al., 2013). Na maioria dos estudos, a espécie
de hemoplasma encontrada com maior frequéncia ¢ ‘Candidatus M. haemominutum’
(MACIEIRA et al., 2008; MAIA, 2008; BRAGA et al.,, 2012; BORTOLI et al., 2012;
MICELI et al., 2013). Contraditoriamente, foi observada maior infeccdo por Mycoplasma
haemofelis (8,5%) e ‘Candidatus M. turicensis’ (12,5%) em estudos realizados em Sao Paulo
e Par4, respectivamente (HORA, 2008; ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013). Estes resultados
divergentes podem estar relacionados aos diferentes métodos estatisticos, critérios de selecdo
do grupo amostral (anémico ou ndo anémico, gatos domiciliados ou errantes), técnicas de
diagnostico ou meramente por ser esta a distribuicdo natural das espécies de hemoplasmas em
determinada area (GENTILINI et al., 2009).

O primeiro caso de infec¢do no Brasil por Haemobartonella felis (atual Mycoplasma
haemofelis) foi identificado por Massard et al. (1978). Desde ent&o, pouco se pesquisou sobre
a frequéncia de hemoplasmas em gatos domésticos (MACIEIRA, 2008). No Brasil, quatro
espécies de hemoplasmas foram detectadas em felinos domésticos e silvestres até o presente
momento. Sendo estes, os hemoplasmas de felinos M. haemofelis, ‘Candidatus M.
haemominutum’, ‘Candidatus M. turicensis’ (MORAIS et al., 2007; WILLI et al., 2007;
SANTOS, 2008) e adicionalmente, um hemoplasma de cdes Mycoplasma haemocanis,
evidenciando que felinos podem ser portadores do hemoparasito conferindo provavel fonte de
infeccdo a populacdo canina (HORA, 2008).

Mendes-de-Almeida et al. (2007), no Rio de Janeiro, por meio da analise de esfregacos
sanguineos, detectaram a frequéncia de infeccdo de Mycoplasma spp. em 15,8%, 36,2% e
75,8% da populacdo felina testada, nos anos 2002, 2003 e 2004, respectivamente. Este
aumento na frequéncia dos hemoplasmas na populacdo felina estudada foi concomitante a
elevacdo da prevaléncia de pulgas Ctenocephalides felis, sugerindo a importancia deste
ectoparasita na ocorréncia da doenca.

Em estudo desenvolvido em Hospital Veterinario de Curitiba com gatos anémicos, a
frequéncia de hemoplasmas foi de 56,7% por meio da técnica Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), destes 38% e 11% mostraram-se positivos para M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’, respectivamente (BAUMANN et al., 2006). Em Porto
Alegre, a prevaléncia molecular de hemoplasmas observada foi de 21,3% em gatos
domiciliados atendidos em Hospital Veterinario do Rio Grande do Sul (SANTOS, 2008). No
Rio de Janeiro, Macieira et al. (2008), analisando 149 gatos domiciliados pela PCR,
demonstraram que 10% mostraram-se positivos para ‘Candidatus M. haemominutum’, 4%
para M. haemofelis e 2% apresentavam coinfeccdo. Neste mesmo estado, Maia (2008)
evidenciou infeccdo por hemoplasmas em 14% dos gatos domiciliados amostrados, destes
3,4% estavam infectados por Mycoplasma haemofelis e 10,6% por ‘Candidatus M.
haemominutum’. Braga et al. (2012) detectaram a frequéncia de hemoplasmas na populagdo
de gatos com acesso a rua de S&o Luis, com predominio de infec¢do por ‘Candidatus M.
haemominutum’ (10%) seguidos de Mycoplasma haemofelis (2,5%) e ‘Candidatus M.
turicensis’ (2%). Bortoli et al. (2012) detectaram, em uma campanha de castragdo de gatos em
Jaboticabal, a frequéncia de 6,5% de infeccdo por hemoplasmas hemotroficos e a associacéo
desta com retroviroses. Infecgoes por ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e
Mycoplasma haemofelis foram reportadas em felideos selvagens pertencentes a zooldgicos de



Curitiba, Séo Paulo e Brasilia com frequéncia de infeccao variando de 9,2% a 13,2%
(GUIMARAES et al., 2007; ANDRE, et al., 2011; FILONI et al., 2012).

2.1.2.2 Fatores de risco

Raca, idade, género, area de atividade (acesso a rua ou ndo), infeccdo concomitante
por FIV/FeLV, condicdo clinica, presenca de ectoparasitas e presenca de anemia S0 0sS
fatores de risco geralmente pesquisados nos mais diversos estudos no mundo. No Brasil, 0s
grupos de risco a infec¢do por hemoplasmas sdo compostos por gatos machos (HORA, 2008;
ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013), sem raca definida (MACIEIRA et al., 2008), errantes
(ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013), coinfectados por FIV/FeLV (HORA, 2008;
MACIEIRA et al., 2008) e anemia para M. haemofelis (HORA, 2008). No mundo, os fatores
associados a infecgdo por estes patdgenos sdo gatos machos (WILLI et al., 2006; ROURA et
al.,, 2010; STOJANOVIC; FOLEY, 2011; JENKINS et al., 2013), sem raca definida
(TASKER et al., 2004; JENKINS et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013;), mais velhos
(TASKER et al., 2004; WILLI et al., 2006; MAHER et al., 2010; GEORGES et al., 2012),
coinfectados por FIV/FeLV (GENTILINI et al., 2009; ROURA et al., 2010; GEORGES et al.,
2012; JENKINS et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013), com acesso a rua (WILLI et
al., 2006; ROURA et al., 2010) e anemia (TASKER et al.,, 2004). A frequéncia de
hemoplasmas em gatos, assim como os fatores de risco envolvidos na infeccdo variam em
funcdo da localizacdo geogréfica, caracteristicas das amostras coletadas e adicionalmente,
testes diagnosticos empregados.

2.1.2.3 Transmissao

As formas de transmissdo de hemoplasmas na populacdo felina ainda ndo foram
totalmente elucidadas. A transmissdo pode ocorrer através de artropodes hematédfagos, feridas
causadas por mordeduras, transfusdo sanguinea e transplacentaria (ALMOSNY, 2002). DNA
de ‘Candidatus M. haemominutum’, ‘Candidatus M. turicensis’ ¢ M. haemofelis ja foram
detectados em saliva, glandulas salivares e fezes de gatos (DEAN et al., 2008; MUSEUX et
al., 2009; TASKER, 2010), entretanto, estudo sugere que a transmissao ocorra por meio de
interacBes agressivas com inoculacdo de sangue e ndo somente saliva infectada durante
mordidas, visto que a inoculagdo de saliva oralmente ou por via subcutinea de ‘Candidatus
M. turicensis’ ndo resultou em transmissdo do agente em estudo realizado por Museux et al.
(2009). Baumann et al. (2013) demonstraram que a inoculacdo subcutédnea de sangue
infectado por M. haemofelis resultou em bacteremia nos gatos experimentalmente infectados,
sugerindo que o contato social com interagfes agressivas possa constituir via de transmisséo
de hemoplasmas.

Micoplasmas hemotroficos, por parasitarem uma ampla variedade de hospedeiros
mundialmente, tem sua transmissdo associada também aos artropodes vetores. A pulga
Ctenocephalides felis € o principal ectoparasita encontrado em populacdes de felinos
domésticos infectados ou ndo, e, por tal, incriminada na transmissdo de hemoplasmas entre a
populacdo felina (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007; TASKER, 2010; MENDES-DE-
ALMEIDA et al., 2011). DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’, M. haemofelis e
‘Candidatus M. turicensis’ foram detectados em pulgas C. felis coletadas de gatos e em fezes
destas pulgas (SHAW et al.,, 2004; WOODS et al.,, 2005; HORNOK et al., 2010;
ASSARASAKORN et al., 2012), entretanto, somente M. haemofelis foi transmitido ao gato
através do habito de hematofagismo deste ectoparasito (WOOQODS et al., 2005). Mendes-de-
Almeida et al. (2007) observaram associacdo estatistica (p=0,001) entre presenca de pulga e
infeccdo por Mycoplasma spp., no entanto, outros estudos ndo corroboram com este achado
(NIBBLETT et al., 2010; ASSARASAKORN et al., 2012; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013).



Adicionalmente, DNA de micoplasmas hemotréficos foram detectados em ‘pools’ de
carrapatos Rhipicephalus sanguineus coletados de ledes da &rea de conservacdo Ngorongoro
na Tanzania, com nivel de deteccdo de 19,7% e 12,9% para M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’, respectivamente. Entretanto, DNA de ‘Candidatus M. turicensis’ nao foi
detectado nestes mesmos carrapatos (FYUMAGWA et al., 2008). Embora a presenca de
carrapatos parasitando gatos domeésticos seja um achado pouco comum quando comparado a
infestacdo por pulgas (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007; 2011), seu papel na transmisséo
de hemoplasmas aos felinos ainda € especulado. Desta forma, estes estudos sugerem que 0s
ectoparasitos C. felis e R. sanguineus sejam provaveis vetores de hemoplasmose felina.
Barker et al. (2011b) sugere a transmisséo vetorial mecéanica como forma consistente de
transmissdo do agente através da minima habilidade do hemoparasito em sobreviver fora do
hospedeiro.

Infeccdo por hemoplasmas ja foi observada na auséncia de vetores, 0 que sugere a
existéncia de outras formas de infeccdo (TASKER, 2010). A transfusdo sanguinea configura
uma possivel forma de transmissao iatrogénica de hemoplasmas entre felinos. Assim sendo, o
Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria (ACVIM) recomenda que amostras de
sangue de gatos e cédes doadores sejam rastreadas para alguns agentes infecciosos transmitidos
ou ndo por artropodes vetores, dentre os quais estdo os hemoplasmas, Cytauxzoon spp. e
Bartonella spp. (WARDROP et al., 2005). O risco de transmissdo de hemoplasma utilizando
sangue estocado em processos de transfusdo sanguinea depende da viabilidade dos
hemoparasitos neste material bioldgico (TASKER, 2010). M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’ foram transmitidos a gatos nao parasitados por meio de transfusdo sanguinea
utilizando bolsas de sangue com sangue fresco (1h) e com 1 semana estocado,
respectivamente (GARY et al., 2006), comprovando a importancia da triagem prévia de
agentes infecciosos no sangue de gatos doadores. WILLI et al. (2006) reportaram a infeccao
por ‘Candidatus M. haemominutum’ em gato apés transfusdo com sangue de gato doador ndo
submetido a triagem.

Ha outras formas possiveis de transmissao, tais quais transmissdo vertical da mée aos
filhotes através da placenta, durante o nascimento e a lactacdo e pelo uso de equipamentos e
material cirirgico contaminado sem correta esterilizacdo entre diferentes gatos (TASKER,
2010).

2.1.3 Patogenia da hemoplasmose

2.1.3.1 Inducéo da anemia

O mecanismo de patogenia dos hemoplasmas ainda ndo esta totalmente elucidado.
Entretanto, sabe-se que a anemia resultante é secundaria ao sequestro e hemolise das
heméacias (CARNEY; ENGLAND, 1993). A adesdo destes hemoparasitos aos eritrdcitos
resulta em dano direto & membrana celular e consequentemente na reducdo de sua vida util
(TASKER, 2004).

H& dois mecanismos envolvidos na ocorréncia da anemia — hemolise intra e
extravascular. Os hemoplasmas induzem alteragdo estrutural ao se ligarem na superficie dos
eritrocitos resultando em modificacdo antigénica ou exposicdo de antigenos localizados
internamente na membrana celular com consequente producdo de anticorpos anti-eritrocitos
pelo hospedeiro. Na hemdlise extravascular hd sequestro e fagocitose das hemécias por
macrofagos do baco, figado, pulmé&o e medula 6ssea (TASKER, 2010), além de determinar a
ocorréncia de anemia hemolitica imunomediada (AHIM) secundéaria (VILLIERS, 2005).
Quando ocorre a fixacdo do complemento pelas imunoglobulinas, hd aumento da fragilidade
osmotica levando a hemdlise intravascular (TASKER, 2010).



Anticorpos antieritrocitos podem ser detectados pelo teste de Coombs, como
observado em gatos anémicos infectados com Mycoplasma haemofelis (TASKER et al.,
2009b). Os macrofagos esplénicos podem adicionalmente remover os parasitos da superficie
das hemécias, retornando-as a circulacdo sanguinea, o que explica o répido aumento do
hematocrito subsequente a remoc¢éo dos microrganismos da circulacdo (TASKER; LAPPIN,
2006).

Na hemoplasmose ocorre parasitemia ciclica em periodo inicial da infeccdo, conforme
demonstrado em gatos experimentalmente infectados. Dentre as causas sugeridas estdo
sequestro de hemécias parasitadas com subsequente remocao do parasito ou sincronia entre
remocao e multiplicagdo dos hemoplasmas remanescentes no sangue (TASKER, 2010). No
entanto, o proposto mecanismo de sequestro tecidual ainda nao foi comprovado (TASKER et
al., 2009a; WOLF-JACKEL et al., 2012). A populagéo de M. haemofelis apresenta acentuada
flutuagdo na corrente sanguinea, em contraste com ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus M. turicensis’, que flutuam pouco (TASKER, 2010).

2.1.3.2 Mycoplasma haemofelis

A infeccdo experimental por M. haemofelis frequentemente resulta em anemia
hemolitica durante fase aguda de infeccdo (TASKER, 2010). Dados da literatura séo
divergentes, uma vez que alguns trabalhos associam a infec¢do por M. haemofelis em gatos a
anemia (KEWISH et al., 2004; TASKER et al., 2004; HORA, 2008), enquanto outros ndo
comprovam esta associacdo (ISHAK et al., 2007; MAHER et al., 2010).

Braddock et al. (2004) detectaram M. haemofelis, por meio de gPCR, em um gato
naturalmente infectado com anemia severa e febre. Sugere-se que gatos, em fase aguda de
infeccdo por M. haemofelis, desenvolvam anemia hemolitica na presenca de intensa
parasitemia e que gatos infectados cronicamente ndo apresentam sinais clinicos mesmo com
alta parasitemia (WILLI et al., 2006). Entretanto, caracteristicas gerais da doenca ndo devem
ser afirmadas baseadas em casos individuais de infec¢do natural (TASKER, 2010).

Aragdo-de-Sousa et al. (2013) ndo detectaram esta espécie de hemoplasma em gatos
domiciliados clinicamente sadios. Em contrapartida, Juvet et al. (2010) ndo observaram
diferenca na prevaléncia deste entre animais domiciliados e errantes. Ndo foi verificada
associagdo entre infecgdo por M. haemofelis e a infecgdo por retrovirus em gatos (MACIEIRA
et al., 2008).

Estes achados distintos podem estar relacionados a populacdo de gatos estudada,
diferentes isolados de M. haemofelis ou fase de evolucdo da doenca (aguda ou cronica)
(WILLI et al., 2006; TASKER, 2010). Entretanto, sabe-se que M. haemofelis é a espécie mais
patogénica e geralmente associada a doenca clinica (WILLI et al.,, 2007; SOLANO-
GALLEGO, 2008; TASKER et al., 2009a).

2.1.3.3 ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’

Infeccdo experimental por ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ raramente
resulta em sinais clinicos significativos, embora por vezes, haja reducdo nos parametros do
eritrograma (TASKER, 2010). Anemia ndo foi associada a infec¢do por ‘Candidatus M.
haemominutum’ em gatos naturalmente infectados (KEWISH et al., 2004; MAHER et al.,
2010; WOLF-JACKEL et al., 2012). Sinais clinicos podem ser observados em infecgdo por
‘Candidatus M. haemominutum’ quando ha doengas concomitantes (MAIA et al., 2013;
WILLI et al., 2006). Gatos infectados por FIV e FeLV tiveram maior chance de se infectar
por ‘Candidatus M. haemominutum’, entretanto, esta relacdo ndo foi observada para gatos
infectados somente com FeLV (MACIEIRA et al.,, 2008). Tasker et al. (2004) associou
anemia a infeccdo natural por ‘Candidatus M. haemominutum’, no entanto, nao foi avaliada
coinfeccdo por retrovirus, inviabilizando relacionar a anemia observada Unica e
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exclusivamente a infeccdo pelo hemoplasma. Juvet et al. (2010) observou anemia em gato
infectado por ‘Candidatus M. haemominutum’ e portador de neoplasia. A infec¢do por este
hemoplasma tem sido relatada em gatos machos (TASKER et al., 2004; ARAGAO-DE-
SOUSA et al., 2013), mais velhos (TASKER et al., 2004; JUVET et al., 2010; JENKINS et
al., 2013) e errantes (ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013).

2.1.3.4 ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’

A infeccdo por ‘Candidatus M. turicensis’ frequentemente cursa com auséncia de
sinais clinicos ou discreta reducdo dos parametros do eritrograma sem associacdo estatistica
(WILLI et al., 2006; TASKER et al., 2010).

A inoculacdo experimental de sangue heparinizado de gato infectado por ‘Candidatus
M. turicencis’ a gatos ndo infectados resultou na indu¢do de anemia nos receptores (WILLI et
al., 2005). Gatos naturalmente infectados por ‘Candidatus M. turicensis’ geralmente
apresentam doencas concomitantes, tais quais neoplasias, doenca do trato urinario inferior,
retroviroses, AHIM. A existéncia de coinfeccdo deste hemoplasma com Candidatus M.
haemominutum’ em cerca de 50% dos casos sugere a existéncia de via de transmisséo similar
entre estes dois hemoplasmas (WILLI et al., 2006).

Anemia pode ser observada em decorréncia de enfermidades concomitantes (TASKER
et al., 2010) ou em coinfec¢do por outros hemoplasmas (WILLI et al., 2007), de modo que o
potencial patogénico deste hemoplasma parece depender destes cofatores (WILLI et al.,
2006). ‘Candidatus M. turicensis’ foi a espécie de maior ocorréncia em gatos naturalmente
infectados no Par4, com associagdo da infeccdo a doencas concomitantes (ARAGAO-DE-
SOUSA et al., 2013).

‘Candidatus M. turicensis’ é a tUnica espécie de micoplasma felino ainda ndo
visualizado em esfregacos sanguineos a microscopia optica (WILLI et al., 2006; 2011). Tal
fato pode estar relacionado a baixa parasitemia apresentada por esta espécie quando
comparada com ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis (WILLI et al., 2006).

2.1.3.5 Portadores assintomaticos

Visto que ndo ha cura microbiol6égica por nenhum dos protocolos terapéuticos ja
instituidos para tratamento da hemoplasmose para M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’, gatos recuperados clinicamente da infeccdo tornam-se cronicamente
infectados (TASKER; LAPPIN, 2006; BAUMANN et al., 2013), conferindo fonte de
infeccdo aos demais animais, assim como aos supostos artropodes vetores. Nestes gatos
parece haver equilibrio entre a multiplicacdo dos hemoplasmas e a remocdo destes do
organismo (FOLEY et al., 1998).

A existéncia de portadores cronicos € particularmente importante na transfusdo de
sangue em felinos, na qual a triagem de agentes infecciosos no sangue de doadores é
imperativa (BARKER; TASKER, 2013).

Em estudos epidemioldgicos, observa-se com frequéncia animais positivos para
hemoplasmas sem qualquer manifestacdo clinica, sugerindo que estes animais sejam
provaveis fontes de infeccdo e reservatdrios destes hemoparasitos na natureza. Este achado
favorece a manutencdo dos agentes na natureza. Willi et al. (2006), no entanto, observaram
cura microbiologica espontdnea em gatos positivos para ‘Candidatus M. haemominutum’ €
‘Candidatus M. turicensis’.

2.1.4 Sinais clinicos e achados laboratoriais

O espectro clinico da infeccdo por hemoplasmas em felinos pode variar desde
assintomatico com discreta anemia a crises hemoliticas graves que levam ao obito (FOLEY et
al., 1998).



Os sinais clinicos e achados laboratoriais da hemoplasmose variam com a espécie do
parasito, estagio da doenca, susceptibilidade do hospedeiro e presenca de doenca
concomitante (MESSICK, 2003; TASKER; LAPPIN, 2006; TASKER, 2010). H& maior
prevaléncia de hemoplasmas em gatos FIV e/ou FeLV positivos do que em gatos negativos,
com taxa elevando-se de 11,5% para até 50% (MACIEIRA et al., 2008). Os sinais clinicos
frequentemente observados sdo palidez de mucosas, letargia, desidratacdo, fraqueza,
taquicardia, taquipnéia, esplenomegalia, linfadenopatia e ocasionalmente febre e ictericia
(MESSICK, 2003; BRADDOCK et al., 2004; TASKER, 2010).

As anormalidades laboratoriais secundarias a hemoplasmose mais comuns sédo anemia
regenerativa com anisocitose, policromasia, reticulocitose e corplsculos de Howell-Jolly
(SYKES, 2010). Ocorre, geralmente, hemdlise extravascular com anemia macrocitica
hipocromica. Braddock et al. (2004) observaram grave anemia regenerativa com
reticulocitose, moderada policromasia e anisocitose eritrocitarias em gato naturalmente
infectado por M. haemofelis. Kewish et al. (2004) observaram maior prevaléncia de
hemoplasmas, predominantemente M. haemofelis (66,7%), no grupo de gatos com anemia
regenerativa quando comparado aos grupos com anemia arregenerativa e de animais néo
anémicos. Alguns gatos mostram nenhum ou discreto grau de regeneracdo devido a fase
inicial da anemia ou infecgdo retroviral concomitante (MESSICK, 2003; HORA, 2008;
SYKES, 2010; TASKER, 2010). Contagem de plagquetas encontra-se geralmente dentro do
valor de referéncia para a espécie (BRADDOCK et al., 2004; TASKER, 2004; HARVEY,
2006). Leucograma geralmente encontra-se normal, entretanto, as contagens global e
diferencial podem ser variaveis e de baixo valor diagndstico, pois refletem a condicdo
organica num momento especifico (FOLEY et al., 1998; SYKES, 2010).

O perfil bioquimico sérico pode revelar aumento na enzima hepatica alanina
aminotransferase (ALT), hiperbilirrubinemia e azotemia pré-renal (SYKES, 2010). O
aumento de ALT reflete hipoxia hepatica secundaria a anemia enquanto que
hiperbilirrubinemia é achado consistente com hemodlise. Pode haver hiperproteinemia
secundaria a desidratacdo (TASKER, 2010).

2.1.5 Diagnostico

Ha diversas técnicas disponiveis para diagndstico de agentes infecciosos na medicina
felina (VEIR; LAPPIN, 2010). O método mais comumente utilizado para diagnéstico da
hemoplasmose é a demonstracdo de organismos na superficie dos eritrocitos por meio da
microscopia oOptica de esfregacos sanguineos, bem como associacdo com sinais clinicos,
historico e habitos de vida do animal (TOLEDO-PINTO et al., 2005).

2.1.5.1 Citologia de esfregacos sanguineos

A técnica de citologia requer que o micro-organismo esteja em quantidade e seja
grande o suficiente para ser visualizado microscopicamente. A sensibilidade da técnica reduz
a medida que a doenca progride em decorréncia da tendéncia natural do sistema imune do
hospedeiro em reduzir a quantidade do agente no organismo (VEIR; LAPPIN, 2010). Os
hemoplasmas sdo tipicamente encontrados na periferia das hemacias, podendo estar na forma
unica, em pares, ou em cadeias em severas infestagdes. Ocasionalmente, podem ser vistos
livre dos eritrécitos (TASKER; LAPPIN, 2002; MESSICK, 2003; TASKER, 2010). No
entanto, a deteccdo citologica por meio de esfregacos sanguineos apresenta baixa
sensibilidade. Mycoplasma haemofelis é visualizado em menos de 50% das vezes em gatos
em fase aguda da doenca devido a ocorréncia de parasitemia ciclica (TASKER, 2010).

A escolha por esfregacos sanguineos frescos é imperativa, uma vez que 0s parasitas se
destacam das hemacias em poucas horas quando na presenca de EDTA (ALLEMAN et al.,
1999), caracteristica que adicionada ao carater flutuante da parasitemia dos hemoplasmas
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conferem comumente resultados falso-negativos (SYKES, 2003; TASKER, 2010). Resultados
falso-positivos ocorrem comumente quando os hemoplasmas sdo confundidos com
precipitados de corante, corpusculos de Howell-Jolly, artefatos secundarios a secagem lenta
do esfregago sanguineo ou ponteado basofilico (SYKES, 2003; BARKER; TASKER, 2013)

2.1.5.2 Cultivo microbioldgico e testes sorolégicos

Os hemoplasmas ainda ndo foram cultivados in vitro em decorréncia da auséncia de
conhecimento especifico sobre suas caracteristicas de crescimento e requerimento energético.
Com o sequenciamento completo do genoma de M. haemofelis, observou-se a capacidade
metabolica limitada deste agente. O conhecimento desta caracteristica auxilia em tentativas
futuras para o estabelecimento de cultura in vitro e justifica a falha no crescimento de
hemoplasmas em meios de cultura convencionais (BARKER et al., 2011b).

Para desenvolvimento de técnicas sorologicas, uma vez que os hemoplasmas ndo séo
cultivados in vitro, os antigenos devem ser obtidos por meio de infeccdo experimental. Logo,
testes soroldgicos, baseados em proteinas do parasito, ainda ndo estdo disponiveis
comercialmente, muito embora estudos estejam sendo desenvolvidos nesse proposito.
Estudos tém sido direcionados na identificacdo e expressdo de proteinas recombinantes com
potencial imunogénico (WOLF-JACKEL et al., 2010; BARKER et al., 2011b; MESSICK;
SANTOS, 2011).Wolf-Jackel et al. (2010) identificaram, caracterizaram e produziram
antigeno recombinante da proteina DNAK a partir de felinos natural e experimentalmente
infectados por M. haemofelis. O antigeno foi reconhecido com sucesso por anticorpos de
gatos infectados com M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M.
turicensis’ por meio dos testes soroldgicos ‘Western blotting” e Ensaio Imunoenzimatico
Indireto (ELISA). Baumann et al. (2013) observaram soroconversao satisfatoria em gatos
infectados por M. haemofelis utilizando a mesma técnica.

2.1.5.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR amplifica exponencialmente fragmentos especificos de DNA até niveis
detectaveis (TASKER; LAPPIN, 2002; TASKER, 2010). E o método de escolha para o
diagnostico de infeccdes por hemoplasmas devido a elevada sensibilidade e especificidade
(TASKER, 2006), por possibilitar a diferenciagdo entre as espécies (MACIEIRA et al., 2008)
e, adicionalmente, por permitir a deteccdo de hemoplasmas em gatos portadores
assintomaticos (SYKES, 2003). PCR tem maior sensibilidade na deteccdo de hemoplasmas
guando comparada a citologia em diversos estudos. A frequéncia de hemoplasmas
determinada pela técnica de citologia varia entre 0,48% a 6,7% enquanto que por PCR 0s
niveis de deteccdo variam entre 6,5% a 56,7% (CRIADO-FORNELIO et al., 2003;
BAUMANN et al., 2006; MAIA, 2008; BORTOLI et al., 2012; JENKINS et al., 2013).

As reacgdes atualmente existentes amplificam, principalmente, fragmentos dos genes
16S rRNA e RNAse P gene (rnpB) (MESSICK, 2003; TASKER, 2010). PCR em tempo real é
um ensaio molecular mais sensivel que PCR convencional (TASKER, 2010), adicionalmente,
permite quantificar o DNA do parasito presente na amostra e consequentemente monitorar a
resposta ao tratamento (BRADDOCK et al., 2004; TASKER, 2010). O teste gPCR tem sido
amplamente utilizado, em virtude da maior sensibilidade, na triagem de gatos clinicamente
saudaveis para serem doadores de sangue, bem como para inser¢cdo de gatos em coldnias
livres de patogenos (MARTINEZ-DIAZ et al., 2013).

2.1.6 Tratamento

O tratamento € indicado para gatos com sinais clinicos e anormalidades laboratoriais
consistentes com a hemoplasmose. O tratamento inclui terapia de suporte, antibioticoterapia e
transfusdo sanguinea em gatos com grave anemia (TASKER, 2010).
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Os hemoplasmas sdo sensiveis as tetraciclinas, pois estas inibem especificamente a
sintese proteica em procariotos (TASKER; LAPPIN, 2002). O derivado de tetraciclina de
eleicdo em gatos é a doxiciclina devido a menor ocorréncia de efeitos colaterais nesta espécie.
A dose recomendada é de 10mg/kg uma vez ao dia administrado por via oral junto a
alimentacdo (TASKER; LAPPIN, 2006) ou com fornecimento subsequente de agua devido ao
risco de esofagite associada a terapia com tetraciclinas em gatos (McGROTTY;
KNOTTENBELT, 2002; GERMAN et al., 2005). Tasker & Lappin (2006) recomendam a
antibioticoterapia por 28 dias dependendo da resposta ao tratamento, a qual deve ser
acompanhada clinicamente e por PCR.

Antibioticos da classe quinolonas também tém sido eficazes no tratamento de
micoplasmose felina - enrofloxacina (5mg/Kg/24h), marbofloxacina (2,75mg/Kg/24h) e
pradofloxacina (5-10mg/Kg/24h). Enrofloxacina tem sido associada a degeneracgdo da retina e
cegueira aguda em raros casos, e, por tal, recomenda-se cautela no uso desta droga como
alternativa terapéutica (TASKER, 2010).

A insercdo da corticoterapia no protocolo terapéutico da micoplasmose felina €
controversa. Tasker (2010) recomenda o0 uso desta somente nos casos em que AHIM seja a
maior causa provavel da condicdo clinica e em casos em que ndo haja evidéncia de que 0s
hemoplasmas sejam a causa da doenca.

Estudos revelam que animais infectados podem permanecer como carreadores
crbnicos por meses a anos, mesmo depois de tratados com antibidticos (SOLANO-
GALLEGO, 2008). Logo, tratamento de animais clinicamente sadios positivos nos ensaios
moleculares (PCR) ndo é recomendado, visto que nenhum protocolo terapéutico demonstrou
total eficiéncia na eliminacdo dos micro-organismos (MESSICK, 2003; SYKES, 2010;
BARKER; TASKER, 2013), assim como observado por Willi et al.(2006) em gatos
infectados por M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’.

Entretanto, ¢ recomendado o tratamento de gatos infectados por ‘Candidatus M.
turicensis’ com doxiciclina mesmo na auséncia de anemia, pois aparente cura microbioldgica
foi observada ap6s o tratamento e assim permaneceu mesmo apoOs corticoterapia. E,
adicionalmente, devido a possibilidade de grave hemdlise aguda secundaria a
imunossupressao ou estresse (WILLI et al., 2006).

A terapia de suporte inclui fluidoterapia intravenosa em casos de desidratacdo, suporte
nutricional, transfusdo sanguinea quando o hematdcrito for inferior a 12% e, caso necessario,
oxigenioterapia (TASKER, 2010).

2.1.7 Prevencéao

Como a epidemiologia da hemoplasmose felina € pouco compreendida, sua prevencao
torna-se dificil. Considerando as diversas possibilidades de transmisséo associadas aos fatores
de risco, recomenda-se eliminar os artropodes vetores, especialmente as pulgas, evitar acesso
a rua e consequentemente, evitar a interacdo agressiva entre os animais (TASKER; LAPPIN,
2006). E notavel a importancia da triagem do sangue de gatos doadores para as trés espécies
de hemoplasma, uma vez que 0s gatos receptores, geralmente estdo debilitados e, portanto, a
aquisicdo de quaisquer especies de hemoplasmas pode levar a doenca grave (WILLI et al.,
2006).

2.1.8 Importancia em Saude Publica

Historicamente, infeccbes por organismos semelhantes aos hemoplasmas foram
relatadas em humanos por meio de diagndstico citoldgico, especialmente naqueles portadores
de alguma alteracéo sistémica, tais quais, neoplasia, lupus eritematoso sistémico e portadores
do virus HIV (CLARK, 1975; PUNTARIC et al., 1986; DUARTE et al., 1992; YANG et al.,
2000; BOSNIC et al., 2010). TASKER et al. (2010), ndo conseguiram confirmar as infecgoes
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reportadas previamente por Clark et al. (1975) e Yang et al. (2000) a partir de DNA obtido
dos respectivos esfregagos sanguineos dos humanos, indicando que possivelmente tratavam-
se de infeccbes por outros agentes.

No Brasil, Mycoplasma haemofelis foi detectado no sangue de um paciente humano
HIV positivo hospitalizado com sintomas clinicos, coinfectado por Bartonella henselae e com
historico de mordida e arranhaduras por gatos. Os gatos do paciente também foram positivos
para M. haemofelis e para Bartonella spp. (SANTOS et al., 2008). Tasker et al. (2010)
encontraram DNA de hemoplasma em paciente sul africana portadora do virus HIV,
entretanto, a espécie ndo pode ser caracterizada devido a baixa parasitemia. Assim, deve-se
considerar que hemoplasmas podem, possivelmente, atuar como um agravante em pacientes
imunocomprometidos.

Como previamente reportado, bactérias do género Mycoplasma atuam como possiveis
cofatores na inducdo da propagacéo do virus HIV (NIR-PAZ et al., 1995). Em decorréncia da
similaridade genética entre Mycoplasma spp., 0s micoplasmas hemotréficos provavelmente
atuam de maneira similar, contribuindo assim com a aceleracdo do curso desta doenca viral
em humanos (SANTQOS et al., 2008).

Médicos veterinarios também representam um grupo de risco a estas infeccdes. Maggi
et al. (2013) reportaram coinfeccdo por Anaplasma platys, Bartonella henselae e ‘Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’ em uma meédica veterindria que estava frequentemente em
contato com animais domésticos e silvestres e seus vetores e apresentava histérico de
mordidas e arranhaduras. Hu et al. (2009) evidenciou infeccdo pelo micoplasma hemotréfico,
Mycoplasmas suis, em médicos veterinarios e fazendeiros na China.

Poucas informacdes estdo disponiveis a respeito da ocorréncia de micoplasmas felinos
em humanos, bem como sobre seu potencial zoon6tico. Desta forma, médicos veterinarios que
representam grupo de risco devem manipular o sangue de animais infectados com cautela
(SYKES, 2010) e utilizar equipamentos de protecdo e habitos de higiene em qualquer
procedimento com animais (MAGGI et al., 2013).
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2.2 Cytauxzoon felis

2.2.1 Agente etioldgico: Morfologia e historico

Citauxzoonose felina é uma doenca causada por Cytauxzoon felis, um protozoario
pertencente a familia Theileriidae que parasita eritrocitos e macrofagos ou fagocitos
mononucleares de felinos (MEINKOTH; KOCAN, 2005). Os parasitas intraeritrociticos sdo
pleomorficos e em fungdo disto, seu tamanho pode variar de 0,3 a 2,4 uM. Os formatos
observados sdo oval, bipolar, anaplasmdide, em anel, em haste e adicionalmente, em cadeias
ou em formato em cruz de malta quando ha intensa parasitemia (KIER et al., 1987), sendo a
forma em anel mais comumente observada (MEINKOTH; KOCAN, 2005). Macr6fagos
contendo formas de C. felis em tecidos apresentam tamanho inicial de 15 a 20 uM e se tornam
progressivamente maiores atingindo 80 a 250 uM (KIER et al., 1987).

Em 1948, Neitz & Tomas descreveram o0 género Cytauxzoon no intuito de alocar o
micro-organismo responsavel por doenca fatal em Duiker (Sylvicapra grimmia), sendo este
agente nomeado Cytauxzoon sylvicaprae e inserido na familia Theileriidae. Cytauxzoon spp.
foram posteriormente descritos infectando outros ruminantes africanos, tais quais kudu
(Tragelaphus strepsiceros), elande (Tautotragus oryx), girafa (Giraffe camelopardalis),
palanca-negra (Hippotragus niger), palanca vermelha (Hippotragus equinus) e cabra-de-leque
(Antidorcas marsupialis) (NEITZ, 1957; MARTIN; BROCKLESBY, 1960; MCCULLY et
al., 1970; WILSON et al., 1974).

Os primeiros relatos de citauxzoonose felina foram inicialmente diagnosticados como
anemia infeciosa felina (atual micoplasmose felina) devido a suspeita natural desta doenca no
aparecimento de inclusdes intraeritrociticas. Wagner et al. (1976) evidenciaram o parasita
responsavel por causar doenca fatal em felinos domésticos de Missouri, EUA e concluiram
tratar-se de Cytauxzoon spp., devido a presenca de esquizontes em macrofagos intravasculares
e inclusdes no interior de hemécias, assemelhando-se assim aos parasitos observados
previamente em ruminantes africanos. O agente foi posteriormente denominado Cytauxzoon
felis. O protozoario C. felis pertence a familia Theileriidae e, portanto, apresenta nos
hospedeiros vertebrados fase de esquizogonia tecidual na forma de esquizonte e fase
intraeritrocitica na forma de piroplasma. O género Cytauxzoon € designado aos agentes cuja
fase tecidual ocorre no interior de macréfagos ou fagdcitos mononucleares e Theileria, aos
agentes gue invadem os linfécitos para a fase de esquizogonia (KIER et al., 1987).

Nos EUA, Glenn et al. (1982) observaram organismos morfologicamente semelhantes
a Cytauxzoon felis em sangue periférico de linces (Lynx rufus) de vida livre aparentemente
saudaveis. No entanto, a inoculagdo experimental do sangue destes linces em gatos saudaveis
ndo resultou em doenca fatal, sendo constatada somente parasitemia persistente. Em
decorréncia de inumeros hemoparasitos terem sua transmissao associada aos carrapatos, como
Babesia spp. e Theileria spp., foi investigada a possibilidade de transmisséo de C. felis por
estes ectoparasitos. Carrapatos Dermacentor variabilis foram alimentados em linces
infectados por C. felis e posteriormente em gatos saudaveis, o que resultou em doenca fatal
nos mesmos. Deste modo, sugeriu-se que 0s parasitas intraeritrociticos observados nos linces
eram C. felis e que a passagem destes parasitos pelos carrapatos era necessaria para que 0S
mesmaos se tornassem patogénicos (BLOUIN et al., 1984).

Citauxzoonose foi reportada, adicionalmente, em outros felideos selvagens nos EUA.
Zinkl e McDonald (1981) observaram parasitemia em guepardos (Acinonyx jubatus)
assintométicos mantidos em cativeiro da Califérnia, no entanto, houve falha no
desenvolvimento experimental de parasitemia ou doenca em gatos a partir do sangue dos
felinos selvagens. Cowell et al. (1988) observaram formas de C. felis em sangue de lince de
vida livre em Oklahoma. Neste mesmo estudo, gatos esplenectomizados e experimentalmente
infectados, com o isolado obtido do sangue de lince, apresentaram simultaneamente
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parasitemia acentuada e persistente com reducdo do hematocrito. Garner et al. (1996)
relataram um caso de citauxzoonose fatal em tigre branco nascido em cativeiro na Flérida.
Nenhum caso de citauxzoonose felina havia sido relatado fora do territorio norte americano
até que num zooldgico na Alemanha um tigre de bengala (Panthera tigris) desenvolveu a
doenca fatal e, por meio de diagnostico histopatolégico, foram observadas formas de C. felis
no interior de macréfagos em diversos tecidos. Para este zooldgico, haviam sido importados
linces dos EUA, sendo, portanto, os possiveis responsaveis pela introducdo do agente
(JAKOB; WESEMEIER, 1996). Infeccdo natural por C. felis também foi observada em
panteras da Flérida (Puma concolor coroyi) e pumas do Texas (Puma concolor coroyi
stanleyana) de vida livre e saudaveis, com evidéncia de parasitemia em aproximadamente
36% destes felideos (ROTSTEIN et al., 1999). Na Mongolia, piroplasmas intraeritrociticos
foram evidenciados em gatos de Pallas (Otocolobus manul) de vida livre, no entanto, analise
filogenética evidenciou se tratar de uma nova espécie de Cytauxzoon, denominada C. manul
(KETZ-RILEY et al., 2003; REICHARD et al., 2005). Na Espanha, C. felis foi identificado
em linces ibéricos (Lynx pardinus) (LUACES et al., 2005).

Desde a década de 90, infeccBes naturais por Cytauxzoon spp. tém sido reportadas no
Brasil em oncas pintadas (Panthera onca), ledes (Panthera Leo), gatos-do-mato pequeno
(Leopardus tigrinus), jaguatiricas (Leopardus pardalis), sucuaranas (Puma concolor), tigre
(Panthera tigris) e gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) mantidos em cativeiro, por meio de
diagndstico citologico em esfregagos sanguineos, histopatolégico e molecular (PEIXOTO et
al., 1999; SOARES, 1999a; SOARES, 1999b; SOARES et al., 2004; PEIXOTO et al., 2007,
ANDRE et al., 2009; FILONI et al., 2012). Estudos de analise filogenética comprovaram ser
Cytauxzoon felis o0 agente responsavel por citauxzoonose felina em parte dos felinos selvagens
acima citados (SCOFIELD, 2006; ANDRE, 2012). Piroplasmas semelhantes & Cytauxzoon
spp. ja foram reportadas em gatos errantes assintomaticos do zoolédgico do Rio de Janeiro por
meio de citologia de esfregago sanguineo (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007). Neste
mesmo estudo, no entanto, ndo foi realizada diferenciacdo da infeccdo pelos demais
piroplasmas tdo pouco confirmacdo molecular da infeccdo por C. felis. No Rio de Janeiro,
Maia et al. (2013) realizou a primeira deteccdo molecular de C. felis em gatos no Brasil. O
gato acometido veio a Obito dias ap6s o inicio dos sinais clinicos e apresentava coinfeccdo por
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, sendo tal coinfeccdo também observada em
felinos selvagens por Andreé (2012).

2.2.2 Epidemiologia

2.2.2.1 Prevaléncia

A prevaléncia de Cytauxzoon felis varia mundialmente em decorréncia de
caracteristicas climaticas diversas e da distribuicdo do carrapato vetor, sendo usualmente
observada em gatos errantes ou pertencentes a fazendas, nos quais ha elevada infestacao por
carrapatos (FERRIS, 1979). Nos EUA, onde C. felis é endémico, a prevaléncia em gatos,
obtida por ensaios moleculares, varia de 0,3% a 93,4% dependendo da populacdo estudada
(gatos errantes, assintomaticos e positivos na microscopia) (HABER et al., 2007; REICHARD
et al.,, 2008; BROWN et al., 2009; BROWN et al., 2010). Nos felideos selvagens
considerados reservatorios naturais, a prevaléncia varia de 7% a 30% em linces
(BIRKENHEUER et al., 2008; BROWN et al., 2010); j& a prevaléncia observada em panteras
da Flérida de vida livre foi de 39% (ROTSTEIN et al., 1999).

A ocorréncia deste parasito ja foi relatada em outros continentes. No lraque, a
prevaléncia de Cytauxzoon spp. encontrada por microscopia optica foi 22% (11/50) em gatos
domeésticos com sintomas inespecificos (SULIMAN, 2009). Na Italia, a frequéncia de C. felis
em gatos domiciliados foi de 9,6%, por meio de PCR. Ja em gatos errantes, foi de 23,8% e
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30,2% pelas técnicas de microscopia direta e PCR, respectivamente. Neste estudo houve
associacao positiva entre gatos errantes e de habito livre e infeccdo por C. felis (CARLI et al.,
2012).

A literatura sobre Cytauxzoon spp. no Brasil é escassa. No Rio de Janeiro, observou-se
prevaléncia crescente de Cytauxzoon spp. ao longo dos anos 2002, 2003 e 2004,
respectivamente, 15,8%, 34,0% e 48,5% em felinos assintomaticos por meio da detec¢do
direta em esfregaco sanguineo, sugerindo competéncia vetorial para Rhipicephalus
sanguineus, Unica espécie de carrapato encontrada nos gatos estudados (MENDES-DE-
ALMEIDA et al., 2007). No entanto, sendo esta técnica inadequada para confirmacédo de
infeccdo por C. felis, acredita-se que o grau de infeccdo observado neste estudo esteja
superestimado. Por meio da analise molecular, Maia (2008) detectou DNA de C. felis em
0,48% dos gatos amostrados. C. felis ja foi detectado em felinos selvagens, cuja frequéncia
varia de 0,9% a 13% (ANDRE et al., 2009; FILONI et al., 2012).

2.2.2.2. Fatores de risco

Infeccdo por Cytauxzoon felis é observada com maior frequéncia em &reas de baixa
densidade residencial ou areas rurais proximas a ambientes naturais e arborizados, ambientes
estes que coincidem provavelmente com o habitat natural dos felideos selvagens reservatorios
(FERRIS, 1979; REICHARD et al., 2008). Outros fatores associados a infeccdo em gatos
foram contato prévio com gatos doentes ou sobreviventes a infeccdo e exposicdo aos
carrapatos vetores (REICHARD et al., 2008; BROWN et al., 2010). Gatos errantes ou
domiciliados com acesso a rua sdo considerados mais propensos a infeccdo devido a maior
exposicao aos carrapatos vetores bem como aos reservatorios naturais (CARLI et al., 2012).
No Brasil, em decorréncia da escassez de estudos abordando a epidemiologia da doenca bem
como ao desconhecimento dos ca’11rrapatos vetores, os fatores de risco a infec¢cdo ainda nédo
séo conhecidos.

2.2.2.3. Transmissao

A transmissdo natural de C. felis pode ocorrer através de picadas de carrapatos,
transfusdo sanguinea ou transplacentaria (SIMPSON et al., 1985; MEINKOTH., 2001;
ALMOSNY et al., 2002). Experimentalmente, Cytauxzoon felis j& foi transmitido com
sucesso a animais sadios através de injecdo subcutanea, intraperitoneal e intravenosa de
sangue e solucéo de baco, figado, pulméo e linfonodos de animais infectados (FERRIS, 1979;
WAGNER et al., 1980). Uilenberg et al. (1987) ndo observaram manifestacdo clinica da
doenga quando houve inoculagdo de sangue fresco infectado por formas de piroplasma de C.
felis em gatos sadios, no entanto, sugere-se que a presenca de macrdéfagos parasitados
circulantes possibilite o desenvolvimento da doenca (KIER et al., 1987; MEINKOTH,;
KOCAN, 2005). Nao ha transmisséo direta de C. felis por contato com animais infectados ou
por via oral (WAGNER et al.,, 1980). Blouin et al. (1984) e Reichard et al. (2010)
demonstraram a competéncia vetorial dos carrapatos Dermacentor variabilis e Amblyomma
americanum na transmisséao de C. felis para gatos.

O felino selvagem lince (Lynx rufus) é considerado o hospedeiro natural do parasito e
a principal fonte de infeccdo deste agente para os felinos domésticos nos EUA (GLENN et al.,
1983). A prevaléncia de C. felis nesta espécie é elevada, principalmente em areas onde ha
ocorréncia da doenca em gatos domésticos (BIRKENHEUER et al., 2008; ANDRE et al.,
2009). No entanto, outros felideos selvagens sdo considerados possiveis hospedeiros para o
agente (ROTSTEIN et al., 1999). No Brasil, Cytauxzoon felis ja foi detectado em diversas
espécies de felideos selvagens, no entanto, 0s carrapatos vetores responsaveis pela
transmissdo do agente em outros continentes, Dermacentor variabilis e Amblyomma
americanum, aqui sdo inexistentes (SOARES, 2001). Deste modo, maiores estudos ainda sdo
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necessarios para deteccdo do vetor local e elucidar o mecanismo de transmissédo do agente ao
hospedeiro. Mendes-de-Almeida et al. (2007) reportaram infecgé@o crescente por piroplasmas
em gatos assintomaticos por meio da deteccdo direta em esfregaco sanguineo, sugerindo a
existéncia de um vetor competente, possivelmente Rhipicephalus sanguineus, a Unica espécie
de carrapato encontrada nos gatos estudados. André et al. (2009) ndo detectaram DNA de C.
felis em pulgas coletadas de felideos selvagens.

Durante muito tempo, felinos domésticos foram considerados hospedeiros terminais de
C. felis, devido a ocorréncia esporédica, curso rapido e histérico de elevada letalidade de
citauxzoonose nestes animais. Em contraste, linces infectados apresentam parasitemia
persistente e esquizogonia transitoria ou auto-limitante, sendo, portanto, incriminados como
reservatorios naturais de C. felis (WAGNER et al., 1980; HOOVER et al., 1994; GREENE et
al.,, 2006). No entanto, estudos tém reportado gatos sobreviventes a infeccdo com
desenvolvimento de parasitemia persistente apds cura clinica (MEINKOTH et al., 2000;
BROWN et al., 2008). A observacdo de parasitemia em felinos assintométicos e naqueles
recuperados de infeccdo sugere que estes sejam carreadores de uma forma subclinica da
enfermidade ou reservatorios adicionais do parasita, alterando o paradigma de que linces
sejam as principais fontes de infeccdo para gatos domésticos (MEINKOTH et al., 2000;
HABER et al., 2007; BROWN et al., 2008).

O Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria (ACVIM) recomenda que
amostras de sangue de gatos e cdes doadores devam ser rastreadas para alguns agentes
infecciosos transmitidos ou ndo por artropodes vetores, dentre estas, hemoplasmas,
Cytauxzoon spp. e Bartonella spp. (WARDROP et al., 2005). Logo, a transfusdo sanguinea
configura uma possivel rota de transmissdo de C. felis.

2.2.3 Ciclo bioldgico e patogenia

Citauxzoonose felina € uma doenca causada por Cytauxzoon felis, um piroplasma
pertencente a familia Theileriidae, que afeta felideos selvagens e domésticos (MEINKOTH,;
KOCAN, 2005). Em vertebrados, o ciclo compreende uma fase eritrocitica e uma fase
epiteliotropica, na qual um Unico esquizonte se desenvolve no interior de macrdfagos
(GREENE et al., 2006).

Os carrapatos vetores, responsaveis pela transmissdao de C. felis aos felinos, ao
realizarem 0 repasto sanguineo inoculam esporozoitas no hospedeiro e estes por sua vez
penetram em fagdcitos mononucleares associados ao endotélio vascular (KOCAN et al.,
1992). No interior dos fagdcitos, se multiplicam formando esquizonte Gnico com consequente
aumento do volume celular e oclusdo dos vasos sanguineos. O esquizonte maduro se rompe
liberando formas merozoitas e estes, por sua vez, penetram nos eritrécitos sem que haja
ruptura de membrana celular e se replicam (FERRIS, 1979; KIER et al, 1987; HOLMAN;
SNOWDEN, 2009). O aparecimento de merozoitas nos tecidos corresponde simultaneamente
ao aumento da parasitemia nos eritrocitos (KIER et al., 1979). Os carrapatos durante o repasto
sanguineo captam as formas do piroplasma circulantes.

Uilenberg et al. (1987) demonstraram que a inoculagdo de sangue fresco de gato
infectado em gatos sadios determinou a ocorréncia de parasitemia, no entanto, nenhum
sintoma além de anemia foi observado. Contraditoriamente, estes mesmos gatos quando
inoculados com homogenato de bago contendo esquizontes de C. felis desenvolveram a
doenga clinica com ébito apos duas semanas. Tal observacdo demonstra que a fase de
piroplasma, por si so, é relativamente indcua e ndo causa sinais clinicos severos em felinos,
resultando em parasitemia assintomatica ou manifestacdo apenas de anemia. A fase de
esquizogonia, ou seja, fase na qual ha oclusdo de vasos sanguineos em pulmdes, baco,
linfonodos e figado por macrofagos repletos de parasitos, é responsavel pelos sinais clinicos
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graves da doenca (GLENN et al., 1983; UILENBERG et al., 1987; NIETFIELD; POLLOCK,
2002; MEINKOTH; KOCAN, 2005)

Infeccdo por Cytauxzoon felis em gatos resulta frequentemente em doenca aguda e
fatal (WAGNER et al., 1980), com desenvolvimento de eritroparasitemia e esquizontes em
macrofagos em diversos tecidos. Em linces, no entanto, a infeccdo € usualmente assintomatica
com eritroparasitemia persistente e auséncia de esquizontes em tecidos. No entanto, infec¢des
fatais em linces ja foram reportadas (NIETFELD; POLLOCK, 2002; MEINKOTH; KOCAN,
2005).

2.2.4 Sinais clinicos e achados laboratoriais

Citauxzoonose felina evolui de forma aguda, com duracdo de 1 a 2 semanas apds o
aparecimento dos sinais clinicos (FERRIS, 1979; MEINKOTH; KOCAN, 2005). A
manifestacdo clinica é secundaria ao desenvolvimento de esquizontes nos tecidos
(MEINKOTH; KOCAN, 2005) e se manifesta de maneira semelhante em gatos natural ou
experimentalmente infectados (FERRIS, 1979; WAGNER et al., 1980). Os sinais clinicos sdo
inespecificos e aparecem a partir do quinto ao décimo quarto dia apds a exposi¢cdo ao agente,
sendo os sintomas iniciais anorexia progressiva, fraqueza, desidratacdo e depressdo (FERRIS,
1979; KIER et al., 1987; MEINKOTH; KOCAN, 2005). Eventualmente podem ser
observados outros sinais, como vomito, diarreia e hepatoesplenomegalia (BIRKENHEUER et
al., 2006). Posteriormente, verifica-se hipertermia gradual que varia de 40,6°C a 41,8°C e se
mantém por trés a quatro dias, depois retornando a normalidade ou, em alguns casos, evolui
para hipotermia. Proximo a morte, sinais como anemia, ictericia, vocalizacdo gerada
provavelmente por dor e dispneia tornam-se aparentes (FERRIS, 1979; WAGNER et al.,
1980; KIER et al., 1987; GREENE et al., 2006).

Na literatura, os resultados obtidos nas determinacgdes laboratoriais de citauxzoonose
sdo diversos. Na andlise hematoldgica, observam-se combinacBes varidveis de citopenias
como anemia, leucopenia com granulagdes toxicas, linfopenia e trombocitopenia (KIER et al.,
1987; HOLMAN; SNOWDEN, 2009). Anemia é um achado comumente observado no curso
final da doenca, sendo frequentemente arregenerativa. Esta alteracéo resulta provavelmente da
remocao de hemécias parasitadas por C. felis da circulacdo por macréfagos, uma vez que
eritrofagocitose € um achado comum em felinos acometidos (FERRIS, 1979; COWELL et al.,
1988). Os parametros bioquimicos frequentemente acima do valor de referéncia sao
bilirrubina total, Alanina aminotransferase (ALT), y-Glutamiltransferase (GGT) e,
eventualmente, uréia e creatinina (HOOVER et al., 1994; MAIA, 2008; CARLI et al., 2012)

2.2.5 Achados de necropsia e microscopia

Em animais natural ou experimentalmente infectados, observa-se com frequéncia
esplenomegalia, hipertrofia dos linfonodos, hepatomegalia, pulmdes congestos, edematosos e
com hemorragias superficiais. Hemorragias petequiais e equimoticas sdo observadas em
pulmdes, epicardio e linfonodos, principalmente nos linfonodos cervicais quando o animal
estd em estado moribundo. Hipertrofia renal e saco pericardico com conteddo gelatinoso e
ictérico podem eventualmente ser observados. Além de vasos sanguineos de quase todos 0s
orgdos distendidos e ocluidos por aglomerado de massas de parasitos (FERRIS, 1979; KIER
etal., 1987).

Na microscopia, observam-se macrofagos parasitados por Cytauxzoon felis aderidos a
parede dos vasos sanguineos, com consequente oclusdo total ou parcial do lumen vascular de
diversos orgdos. Os 0rgdos mais acometidos sdo baco, pulmdes e linfonodos, sendo também
observados em figado e medula 6ssea. No bacgo, adicionalmente, pode ser observada
eritrofagocitose. N&o hé distingdo destes achados entre gatos natural ou experimentalmente
infectados (FERRIS, 1979). Wagner et al. (1980) observaram multiplos trombos
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intravasculares em diversos 6rgdos, provavelmente secundarios a ocorréncia de coagulacéo
intravascular disseminada (CID), resultando no 6bito dos gatos acometidos por embolia
vascular cerebral ou trombose cardiaca.

2.2.6 Diagnostico

2.2.6.1. Citologia e histopatologia

O diagndstico ¢ frequentemente baseado na detecgdo direta do protozoario no interior
de eritrocitos em esfregacos sanguineos. A microscopia direta representa um método de
diagndstico facil, rapido e de baixo custo, entretanto, pouco sensivel, dificultando o
diagnostico de infeccBes subclinicas e inaparentes (RELFORF; DIMARCO, 2006).

Na fase clinica, a parasitemia por C. felis é baixa, apresentando geralmente 1% dos
eritrocitos infectados, o que associado a baixa sensibilidade da técnica dificulta o diagnostico
(FERRIS, 1979). Esfregacos sanguineos sequenciais podem aumentar a sensibilidade da
técnica, uma vez que a parasitemia aumenta a medida que a doenca progride (MEINKOTH;
KOCAN, 2005; HOLMAN; SNOWDEN, 2009). A baixa parasitemia dificulta, inclusive, a
distingdo entre C. felis e os parasitas dos géneros Babesia spp. e Theileria spp. (HOOVER et
al., 1994; MEINKOTH ; KOCAN, 2005). Neste caso, a diferenciacdo ¢ feita por citologia de
puncao aspirativa de baco, linfonodos e medula 6ssea (CRYSTAL, 2006) ou por técnicas de
diagndstico molecular que sdo altamente sensiveis e especificas, como a PCR para C. felis
(BIRKENHEUER et al., 2006).

Atrelada a baixa sensibilidade e a subjetividade da técnica ha a possibilidade de
resultados falso-positivos, uma vez que, os parasitos podem ser facilmente confundidos com
corpusculos de Howell-Jolly e de Heinz, bem como com a forma em anel dos hemoplasmas.
Por estas razbes, Giemsa € o corante de escolha na identificacdo de C. felis em esfregacos
sanguineos (FERRIS, 1979). Macréfagos contendo esquizonte de C. felis podem ser
observados em esfregacos de sangue periférico em estagio avancado da doenca (FERRIS,
1979; MEINKOTH; KOCAN, 2005).

O diagnostico histopatoldgico baseia-se na identificacdo de macréfagos parasitados
por esquizonte de C. felis em pulméao, baco, linfonodos e figado (FERRIS, 1979), constituindo
uma alternativa de diagnostico principalmente nos casos de 6bito sem definicdo do agente
causal.

2.2.6.2 Testes sorologicos

Testes soroldgicos para o diagndstico de C. felis em felinos domésticos e selvagens
foram descritos experimentalmente (SHINDEL et al., 1978; UILENBERG et al., 1987;
COWELL, et al., 1988), no entanto, estes ndo estdo disponiveis comercialmente. Vale
ressaltar que citauxzoonose em gatos apresenta geralmente evolugdo répida, com dbito de
uma a duas semanas ap0s o inicio dos sinais clinicos (FERRIS, 1979), portanto, o uso de
testes sorologicos baseados na detec¢do de anticorpos anti - C. felis com fim diagndstico
provavelmente ndo seria eficaz devido a producdo infima ou ausente de anticorpos
previamente ao 6bito. Outro fator a ser considerado é a possibilidade de reacdo cruzada entre
os piroplasmasfilogeneticamente relacionados, Cytauxzoon spp. e Babesia spp., conforme
observado por André (2012) Deste modo, até o presente momento ndo ha testes soroldgicos
disponiveis comercialmente para deteccdo de anticorpos anti - Cytauxzoon felis (FERRIS,
1979; HOLMAN; SNOWDEN, 2009).

Felinos selvagens e domesticos sobreviventes a fase clinica da doenca (esquizogonia
tecidual) desenvolvem imunidade protetora (MEINKOTH; KOCAN, 2005). Deste modo, com
enfoque em estudos epidemioldgicos, o desenvolvimento de testes soroldgicos seria de grande
valia na obtencdo de dados referentes a distribuicdo geografica e prevaléncia de C. felis em
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felinos domésticos e selvagens, principalmente no que concerne aos felinos assintomaticos ou
sobreviventes a doenca (COWELL et al., 1988). Uilenberg et al. (1987) desenvolveram teste
soroldgico, por meio de RIFI, a partir de formas de piroplasma de C. felis para a deteccéo de
anticorpos anti- C. felis em gatos recuperados da doenca e nos hospedeiros naturais.

2.2.6.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os ensaios moleculares (PCR e gPCR) tem sido amplamente utilizados para o
diagndstico de C. felis em felinos domésticos e selvagens em laboratérios comercias e de
pesquisa por serem altamente sensiveis e especificos (BIRKENHEUER et al.,, 2006;
HOLMAN; SNOWDEN, 2009). A sensibilidade e especificidade da PCR permite a deteccéo
de pequenas quantidades do parasita na amostra biologica (menos de uma copia por
microlitro), bem como a deteccdo de diferengas génicas entre organismos morfologicamente
indistinguiveis (BIRKENHEUER et al., 2006). Portanto, constitui importante alternativa de
diagndstico de citauxzoonose clinica, periodo em que a parasitemia é baixa.

2.2.7 Tratamento:

Elevada taxa de mortalidade é observada na citauxzoonose felina, mesmo naqueles
animais submetidos a tratamento (COHN et al., 2011). Protocolos terapéuticos que variam
desde associacdo de antibioticos a drogas antiprotozoarios e terapia de suporte com
fluidoterapia ja foram utilizados, no entanto, em nenhum foram obtidos resultados
satisfatorios (FERRIS, 1979; BROWN et al., 2008; COHN et al., 2011). Independente dos
medicamentos utilizados, terapia de suporte com fluidoterapia e administracdo de heparina
deve ser instituida, a fim de prevenir a ocorréncia de coagulacdo intravascular disseminada
(HOLMAN; SNOWDEN, 2009).

Uilenberg et al. (1987) observaram recuperacdo clinica através de tratamento com
parvaquone apos inicio de febre em um gato experimentalmente infectado, no entanto, ndo
associaram a recuperacdo do animal ao uso da droga especificamente. Resolucdo clinica
também foi observada por Brown et al. (2008) no uso de terapia inicial com atropina e
dipropionato de imidocarb e antibioterapia com enrofloxacina em gatos naturalmente
infectados e com sintomas inespecificos. No entanto, foi evidenciada parasitemia persistente
apos resolucdo clinica (MEINKOTH et al., 2000; BROWN et al., 2008). O prognéstico da
doenca em gatos é ruim, com a maioria dos relatos fatais (FERRIS, 1979; KIER et al., 1987,
BIRKENHEUER et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram obtidas 197 amostras de sangue de gatos, em tubos contendo anticoagulante
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), provenientes de laboratério comercial prestador de
servico a clinicas veterinarias particulares da Regido Metropolitana do estado do Rio de
Janeiro (Belford Roxo, Duque de Caxias, Mesquita, Nova Iguacu, Rio de Janeiro, S&o Jodo de
Meriti) (Figura 1).

Todas as amostras foram colhidas em clinicas veterinarias e no prazo maximo de 24h
encaminhadas, em isopor com gelo, ao laboratério comercial para as anélises hematolégicas.
Sendo, posteriormente, transferidas para microtubos estéreis e armazenadas a — 80°C para
utilizacdo nas analises de biologia molecular.

Dados relacionados aos animais, como idade, género e raca foram obtidos através da

ficha de requisicdo do exame laboratorial.

a) Belford Roxo (n=7)

b) Duque de Caxias (n15)
¢) Mesquita (n=31)

d) Nova Iguacu (n=42)

% ¢) Sao Jodo de Meriti (n=22)

Baixada fluminense (n=117):

0 & 1 S }N\ Rio de Janeiro (n=80)
Figura 1. Municipios da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro dos quais foram obtidas as
amostras de sangue de felinos domésticos.

3.2 Analises Hematoldgicas

As analises hematologicas foram realizadas por meio do contador hematoldgico
automatico de células (Poch 100iV/Roche), segundo recomendacbes do fabricante e com
auxilio de microscopio oOptico comum (Modelo Primo Star/ Carl Zeiss). Os parametros
hematologicos determinados foram: contagem global de hemacias (XlOG/uL), leucdcitos
(X103/ uL) e plaquetas (X103/ uL), determinacao de hemoglobina (g/dL), volume globular (%),
CHCM (%), VCM (fL). Morfologia eritrocitaria e leucometria especifica (percentual de
eosinofilos, neutrofilos, linfocitos, mondocitos e basofilos) foram avaliadas em esfregacos
sanguineos corados pelo método Panotico Rapido com auxilio de microscopio éptico, objetiva
de imersdo 1000x (JAIN, 1993). A pesquisa dos agentes eritrociticos consistiu na deteccdo de
formas evolutivas dos parasitas por leitura de aproximadamente 100 campos do esfregaco
sanguineo com auxilio de microscopio optico (1000x).
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A concentracdo de proteinas totais foi determinada pela técnica de refratometria.
Entretanto, este pardmetro ndo pode ser obtido para algumas amostras devido a metodologia
adotada pelo laboratério comercial.

3.3 Extracdo de DNA de sangue total

Uma amostra de 200 pulL de sangue total foi submetida ao processo de extracdo de
DNA total utilizando o Kit Relia PrepTM Blood gDNA Miniprep System (Promega®) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Para monitoramento de DNA contaminante
durante o processo de extracao de DNA total foi utilizado como controle negativo 200uL de
agua ultra-pura esterilizada (Invitrogen®) em cada bateria de amostras processadas. Todas as
amostras de DNA total tiveram suas concentracGes determinadas pelo espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em aliquotas e armazenadas a -80°C até a
realizacéo dos ensaios moleculares.

3.4 Deteccdo Molecular de hemoplasmas

3.4.1 PCR em Tempo Real para Mycoplasma spp.

As amostras de DNA dos gatos foram submetidas inicialmente a PCR em tempo real
baseada no gene que codifica 0 16S RNA ribossomal (16S rRNA), cujos fragmentos de 170pb
e 190pb amplificados correspondem as espécies Mycoplasma haemofelis ¢ ‘Candidatus M.
haemominutum’, respectivamente. Para esta analise, utilizaram-se 0s oligonucleotideos
iniciadores  Forward 5’-ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA-3> ¢ Reverse 5’-
ACGCCCAATAAATCCGRATAAT-3’, descritos por Kewish et al. (2004).

As reacdes foram realizadas no termociclador StepOnePlusTM Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) com as seguintes especificacdes: volume final de 12pL,
contendo uma mistura de 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix, 0,625uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 3uL (+30ng/uL) de DNA teste ou controle. As condi¢des de
amplificacdo consistiram em: desnaturacdo inicial de 95°C por 10 minutos, seguido por com
40 ciclos compostos por desnaturagdo a 95°C por 20 segundos, anelamento/extenséo a 60°C
por 1 minuto. Ap6s a amplificacdo, uma curva de dissociacdo foi obtida para verificar a
especificidade da amplificacdo. Foram consideradas positivas amostras com limiar de
deteccdo (CT) de até 40 ciclos, cujo produto amplificado apresentou a mesma temperatura de
dissociagéo dos controles positivos.

Posteriormente, as amostras positivas foram submetidas a reacdo com par de
oligonucleotideos iniciadores mais especificos para cada espécie baseados no gene 16S
rRNA, conforme descrito abaixo nos itens 3.4.2, 3.4.3 e 3.4.4.

3.4.2 Reacdo de amplificacao especifica para Mycoplasma haemofelis

As amostras foram submetidas a PCR convencional para a amplificacdo de fragmento
de 393pb do gene 16S rRNA. Para esta analise, utilizaram-se os oligonucleotideos iniciadores
Hfelis-fl 5’-GACT TTGGTTTCGGCCAAGG-3’ e Hfelis-r3 5'-
CGAAGTACTATCATAATTATCCCTC-3’, descritos por Berent et al. (1998).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no termociclador Mastercycler® pro
(Eppendorf) com as seguintes especificagdes: volume final de 25uL, contendo uma mistura de
3uL DNA teste ou controle, 0,2mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,0mM de Cloreto de Magnésio, 1,25U de Taq
polimerase, tampédo de PCR (1x) e &gua ultra-pura esterilizada. As condic¢Bes de amplificacdo
consistiram em: desnaturacéo inicial de 94°C por 10 minutos com 40 ciclos compostos por
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desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 54°C por 45 segundos e extensdo a 72°C
por 1 minuto, seguidos por extensdo final de 72°C por 7 minutos.

3.4.3 Reaciao de amplificacao especifica para ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
As amostras foram submetidas a PCR convencional para a amplificacdo de fragmento
de 192pb do gene 16S rRNA. Para esta anélise, utilizaram-se os oligonucleotideos iniciadores
Cali-F1 5- GCATAATGTGTCGCAATC -3 e Cali-R1 5-
GTTTCAACTAGTACTTTCTCCC -3, descritos por Andrea Santos (Referéncia pessoal).
As reacbes de amplificacdo foram realizadas no termociclador Mastercycler® pro
(Eppendorf) com as seguintes especificagdes: volume final de 25uL, contendo uma mistura de
3ul DNA teste ou controle, 0,2mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1,5mM de Cloreto de Magnésio, 1,25U de Taq
polimerase, tampdo de PCR (1x) e agua ultra-pura esterilizada. As condi¢6es de amplificacéo
consistiram em: desnaturagéo inicial de 95°C por 2 minutos com 38 ciclos compostos por
desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 54°C por 45 segundos e extensdo a 72°C
por 45 segundos, seguidos por extensao final de 72°C por 7 minutos.

3.4.4 Reacio de amplificacio especifica para ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’

As amostras foram submetidas a PCR convencional para a amplificacdo de fragmento
de 488pb do gene 16S rRNA. Para esta analise, utilizaram-se os oligonucleotideos iniciadores
Mt-Fw 5- GTATCCTCCATCAGACAGAA -3 e Mt2-Rv 5-
CGCTCCATATTTAATTCCAA -3, descritos por Santos et al. (2009).

As reacBes de amplificacdo foram realizadas no termociclador Mastercycler® pro
(Eppendorf) com as seguintes especificagdes: volume final de 25uL, contendo uma mistura de
3uL DNA teste ou controle, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1,5mM de Cloreto de Magnésio, 1,25U de Taq
polimerase, tampdo de PCR (1x) e &gua ultra-pura esterilizada. As condic¢es de amplificacdo
consistiram em: desnaturacdo inicial de 95°C por 2 minutos com 35 ciclos compostos por
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensao a 72°C por
45 segundos, seguidos por extensao final de 72°C por 5 minutos.

3.4.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5%, a 80V durante 90 minutos e corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) por 15
minutos. Para a determinacdo dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso
molecular de acordo com o tamanho do produto esperado (100pb/1Kb DNA Ladder,
Invitrogen®). Os resultados foram visualizados e analisados através do transiluminador de luz
ultravioleta L-PIX Touch (Loccus Biotecnologia), no qual as bandas observadas nas amostras
foram comparadas ao peso molecular para confirmacdo da amplificacdo do fragmento
esperado.

3.5 Detecgdo Molecular de Cytauxzoon felis

As amostras de DNA total foram submetidas as reacGes da PCR para a deteccdo de
Cytauxzoon felis baseada na sequéncia parcial do gene 18S do RNA ribossomal, com
amplificagdo de fragmento de 284pb. Para esta andlise, utilizaram-se os oligonucleotideos
iniciadores CyF 5-GCGAATCGCATTGCTTTATGCT-3’ e CyR 5’-
CCAATTGATACTCCGGAAAGAG-3’, descritos por Birkenheuer et al. (2006).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas no termociclador Mastercycler® pro
(Eppendorf) com as seguintes especificacdes: volume final de 25uL, contendo uma mistura de
3uL DNA teste ou controle, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
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0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1,5 mM de Cloreto de Magnesio, 1,25U de Taq
polimerase, tampdo de PCR (1x) e &gua ultra-pura esterilizada. As condic¢Bes de amplificacdo
consistiram em: desnaturacdo inicial de 95°C por 5 minutos com 40 ciclos compostos por
desnaturacéo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 59°C por 45 segundos e extensdo a 72°C
por 1 minuto, seguidos por extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
conforme descrito no item 3.4.5.

3.6 Controles positivos e negativos dos ensaios moleculares

Os controles positivos utilizados em todos os ensaios moleculares (Cytauxzoon felis e
micoplasmas hemotroficos) foram gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Rosangela Zacarias
Machado (UNESP/Jaboticabal). Agua ultrapura livre de DNAse e RNAse (UltraPureTM,
Invitrogen) foi utilizada como controle negativo das reacdes.

3.7 Andlise Estatistica

A infeccdo por Mycoplasma spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ e Cytauxzoon felis foram associados
com as variaveis género, raca, idade e sazonalidade por meio do teste Qui-quadrado ou exato
de Fisher em nivel de 5% de significancia.

Os diferentes métodos diagnosticos foram avaliados estatisticamente, quanto ao grau
de concordancia, através do teste Kappa.

Os parametros hematoldgicos foram primeiramente submetidos ao teste de
normalidade de Lillierfors. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, foram
avaliados por andlise de variancia (ANOVA) em nivel de significancia de 5%. Em
contrapartida, quando a distribuicdo dos dados ndo foi normal, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5%. A frequéncia das alteracfes hematoldgicas no
grupo de gatos infectados e ndo infectados foi comparada através do teste exato de Fisher ou
Qui-quadrado em nivel de 5% de significancia.

Para a realizacdo de todos os testes estatisticos acima mencionados foi utilizado o
programa de analise estatistica Bioestat 4.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Pesquisa direta de hemoplasma em esfregaco sanguineo

Na pesquisa direta de hemoparasitos, foi analisado um total de 197 esfregacos
sanguineos, dos quais 11,2% (22/197) apresentaram estruturas epieritrociticas sugestivas de
infeccdo por hemoplasmas (Figura 2).

Figura 2. Esfregaco de sangue apresentando estruturas epieritrociticas sugestivas de
hemoplasmas em cocos unicos (setas vermelhas), em pares (seta preta continua) e em cadeia
(setas amarelas). Notar, adicionalmente, forma de piroplasma no interior de hemacias (seta
preta pontilhada). (Corante Pan6tipo Rapido, 1000x).

4.2 Diagnéstico molecular de hemoplasmas baseado no gene 16S rRNA

A ocorréncia total de hemoplasmas foi obtida por meio da PCR em tempo real para o
género Mycoplasma. Na andlise dos resultados obtidos, 22,8% (45/197) dos gatos amostrados
apresentaram amplificacdo do fragmento do gene 16S rRNA (Figura 3), sendo, portanto,
considerados positivos. O valor médio de CT observado nas amostras positivas foi de 30,6
ciclos com variagdo entre 12 e 39 ciclos. A temperatura de dissociacdo (Tm) dos produtos
amplificados foi semelhante a do controle positivo, indicando a especificidade da reacdo
(Figura 4).
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Figura 3. Curva de amplificacdo do fragmento do gene 16S rRNA de Mycoplasma spp.
obtidos pela PCR em tempo real (Sistema SYBRGreen). As linhas em cor de rosa indicam o

controle positivo e as demais linhas, as amostras positivas.
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Figura 4. Curva de dissociacdo do fragmento do gene 16S rRNA do controle positivo e das
amostras positivas demonstrando a especificidade de amplificacdo de Mycoplasma spp. na

PCR em tempo real.

As amostras positivas para Mycoplasma spp. na PCR em tempo real foram submetidas
a PCR convencional para determinacdo das espécies infectantes. A frequéncia de positividade
observada foi de 4,6% (9/197) para Mycoplasma haemofelis (Figura 5), 4,6% (9/197) para
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (Figura 6) e 11,7% (23/197) para ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’(Figura 7), sendo esta Ultima, portanto, a espécie de maior
ocorréncia dentro da populagdo estudada. Foram observadas, adicionalmente, coinfeccGes
entre ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis, ‘Candidatus M. turicensis’ ¢ M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’, assim como
coinfeccdo pelas trés espécies em um animal, conforme representado na Tabela 1.
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393pb

Figura 5. Bandas correspondentes a amplificacdo de fragmento de 393 pares de base do gene
16S rRNA de Mycoplasma haemofelis, por meio de PCR convencional, apds eletroforese em
gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. PM: Marcador de peso molecular de
100 pares de base (Invitrogen®); -: Controle negativo (Agua ultrapura); +: Controle positivo;
Canaletas 1-11: Gatos negativos; Canaleta 13: Gato positivo.

488pb

Figura 6. Bandas correspondentes a amplificacdo de fragmento de 488 pares de base do gene
16S rRNA de ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, por meio de PCR convencional, apds
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. PM: Marcador de peso
molecular de 100pb (Invitrogen®): -: Controle negativo (Agua ultrapura); +: Controle
positivo; Canaletas 1-4,6-7,9-15: Gatos negativos; Canaletas 5, 8: Gatos positivos.

192ph

o o -
Figura 7. Bandas correspondentes a amplificacdo de fragmento de 192 pares de base do gene
16S rRNA de ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, por meio de PCR convencional,
apos eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. PM: Marcador de
peso molecular de 100 pares de base (Invitrogen®); -: Controle negativo (Agua ultrapura); +:
Controle positivo; Canaletas 1,4-5,7,9,12-13: Gatos negativos; Canaletas 2-3,6,8,9,10-11,14:
Gatos positivos.
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Tabela 1: Namero e percentual de gatos positivos para hemoplasmas nos ensaios moleculares
(QPCR e PCR)

Resultado PCR/GPCR (n=197) Gatos %
positivos
Mycoplasma spp. 45 22,8
Mycoplasma haemofelis (Mhf) 9 4,6
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm) 23 11,7
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt) 9 4,6
Mhf + CMhm 2 1,0
Mhf +CMt 1 0,5
CMhm + CMt 1 0,5
Mhf + CMhm + CMt 1 0,5

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase; gPCR: PCR em Tempo Real

4.3 Distribuicdo de hemoplasmas na Baixada Fluminense e municipio do Rio de Janeiro

Foram incluidas no estudo, 197 amostras de gatos da Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro, sendo 80 destas provenientes da cidade do Rio de Janeiro e as outras 117 distribuidas
entre municipios da Baixada Fluminense, a seguir: Belford Roxo: 7, Duque de Caxias: 15;
Mesquita: 31; Nova lguacu: 42 e Sdo Jodo de Meriti: 22.

A frequéncia de infeccdo por bactérias do género Mycoplasma na populacao felina
estudada, ndo diferiu estatisticamente entre os animais provenientes dos municipios da
Baixada Fluminense (23,9%) e Rio de Janeiro (21,3%). A distribuigcdo dos gatos positivos foi
de 40% (6/15) para 0 municipio de Duque de Caxias, seguido por 27,3% (6/22) em Sao Jodo
de Meriti, 22,6% (7/31) em Mesquita, 21,3% (17/80) no Rio de Janeiro, 19,1% (8/42) em
Nova lguacu e 14,3% (1/7) em Belford Roxo.

Na analise da distribuicdo das espécies infectantes por regido, apesar de ndo haver
diferenca estatistica, constatou-se maior distribuicdo de gatos positivos para as espécies
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ no
municipio do Rio de Janeiro quando comparada a Baixada Fluminense. Por outro lado, a
frequéncia de infecgdo para Mycoplasma haemofelis foi maior na Baixada Fluminense (6,8%),
cujos gatos tiveram cinco vezes mais chance de se infectar por esta espécie de hemoplasma
quando comparados aos gatos do Rio de Janeiro (1,3%), conforme discriminado na Tabela 2.
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Tabela 2: Ocorréncia geral de hemoplasmas e das espécies Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum' e ‘'Candidatus Mycoplasma turicensis' nos
municipios da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Regido Metropolitana/ Municipio Positivo Negativo N %  p-valor
Mycoplasma spp.
Rio de Janeiro 17 63 80 21,3 0.789
_Baixada Fluminense 28 8 117 239" *
Belford Roxo 1 6 7 14,3
Duque de Caxias 6 9 15 40,0
Mesquita 7 24 31 226
Nova lguacu 8 34 42 191
Séo Jodo de Meriti 6 16 22 27,3
M. haemofelis
Rio de Janeiro 1 79 go 1,3 0.08
_Baixada Fluminense 8 109 11768 ~
Belford Roxo 1 6 7 14,3
Duque de Caxias 3 12 15 20,0
Mesquita 0 31 31 00
Nova Iguacu 3 39 42 7,1
Séo Jodo de Meriti 1 21 22 46
‘Candidatus M.haemominutum’
Rio de Janeiro 12 68 80 15,02 0.329
_Baixada Fluminense 11 106 117 94 7
Belford Roxo 0 7 7 0,0
Duque de Caxias 2 13 15 133
Mesquita 3 28 31 9,7
Nova Iguagu 3 39 42 7,1
Sdo Jodo de Meriti 3 19 22 13,6
‘Candidatus M.turicensis’
Rio de Janeiro 4 76 80 5,0° 0.999
_Baixada Fluminense 5 ] 112 117 43 7
Belford Roxo 0 7 7 0,0
Duque de Caxias 1 14 15 6,7
Mesquita 1 30 31 3,2
Nova Iguagu 1 41 42 2,4
Sé&o Jodo de Meriti 1 21 22 4,5

®Valores seguidos por letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato

de Fisher em nivel de significancia de 5%; N: Numero total de gatos.
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4.4 Estudo comparativo entre as técnicas de diagnostico

Na comparacao entre as técnicas de diagnostico de hemoplasmas, apenas sete animais
mostraram-se positivos simultaneamente por qPCR e citologia de esfregaco sanguineo, o que
corresponde a 15,6% do total de animais positivos pelo ensaio molecular. O grau de
concordancia obtido pelo teste estatistico Kappa foi de 0,07, o que corresponde a pobre
concordancia entre as técnicas de diagndstico molecular (QPCR) e citologia de esfregaco
sanguineo (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacéo entre as técnicas qPCR e citologia de esfregaco sanguineo para o
diagnostico de Mycoplasma spp. em gatos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Diagnostico Citologia + Citologia -
Total
Mycoplasma spp. n (%) n (%)
gPCR + 7 (15,6) 38 (84,4) 45
gPCR - 15(9,9) 137 (90,1) 152
Total 22 175 197

gPCR: PCR em tempo real; n: Nimero de gatos; +: Positivo; -: Negativo

4.5 Distribuicdo da frequéncia de infec¢do por hemoplasmas nas estagdes do ano

Na populacdo de gatos estudada, pode-se evidenciar uma flutuacdo na frequéncia de
gatos positivos para 0 género Mycoplasma, com distribuicdo heterogénea nas distintas
estacdes do ano. Houve maior ocorréncia de infeccdo durante o verdo (33,3%), embora este
dado ndo tenha sido estatisticamente significativo quando comparado as demais estacdes do
ano. Extrapolando esta andlise para a distribui¢do das espécies infectantes ao longo do ano,
constatou-se que os picos de infeccdo também foram maiores nos meses correspondentes ao
verdo para Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, 7,7% e
17,9%, respectivamente. Contraditoriamente, a pico de infec¢do por ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’ foi maior no inverno (5,6%), no entanto, vale ressaltar que estes achados nédo
diferiram estatisticamente (Figura 8).

40,0 —&— Mycoplasma spp.
33,32 —eo— CMhm
Mhf
30,0 —X— CMt
n 21, 22,22
(@]
= 20,0
© 17,9° 13,9¢
™ 10,62 11,12
10,0 7.70 -
4,82 a ,62
*“"’"“’“a‘~~~5’6 —— ’>§56a
29° 51 2 ’
0,0 T T T O’Oa 1
Primavera \Verao Outono Inverno

Figura 8: Ocorréncia de hemoplasmas e suas respectivas espécies durante as estacfes do ano
na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

*Valores seguidos por letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher em nivel de significancia de 5%. Mhf: Mycoplasma haemofelis; CMhm: ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’; CMt: ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’.
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4.6. Associacgdo entre os parametros hematologicos e infeccdo por hemoplasmas

4.6.1 Mycoplasma spp.

No presente estudo, ndo foi verificada associagdo estatistica entre infecgdo por Mycoplasma
spp. e a média dos parametros hematologicos (p>0,05) na analise do eritrograma, leucograma
e complementos, conforme discriminado nas tabelas 4 e 5. E digno de nota que, apesar de nio
haver diferenca significativa, a média de mondcitos dos gatos positivos foi superior a dos
gatos negativos e acima do valor de referéncia para a espécie.

Tabela 4: Andlise descritiva do eritrograma e complementos (plaquetas e proteina plasmatica
total) dos gatos positivos e negativos na PCR em Tempo Real para Mycoplasma spp.,
pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro Resultado N Meédia DP EP Min. Max. p-valor Referéncia*

Hemacias Positivo 45 68 24 04 19 10,2
(x10°/p1) Negativo 152 6.9° 23 02 13 112 816 50-100

—— — -
Hematoécrito  Positivo 45 33,0 10,3 1,5 9,0 46,0 0,949 2445

(%) Negativo 152 336° 10,7 09 70 57,0
Hemoglobina Positivo 45 10,7% 34 05 29 160 ]
(g/dl) Negativo 152 11,0° 35 03 23 190 0.712 8,0-150

Positivo 45 50,3* 7,7 1,2 410 89,0

VGM (L) Negativo 152 489" 38 03 390 620

0,798 39-55

Positivo 45 325* 1,7 03 270 350

0 -
CHGM (%) Negativo 152 329° 13 01 300 350 0,470 31-35

Plaquetas Positivo 45 397 385 57 30 1,662

(x10%l)  Negativo 152 392° 289 23 15 109 0438 300900

— -
PPT (g/dl) Positivo 40 75 0,9 0,1 40 9,2

Negativo 142 75° 12 01 46 110 093 ©79

® Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio; CHGM:
Concentragdo de hemoglobina globular média; PPT: Proteina plasmética total; N: nimero de gatos;
DP: desvio padrédo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.

* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

** Valor de referéncia segundo Krimer (2011)
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Tabela 5: Analise descritiva do leucograma dos gatos positivos e negativos na PCR em
Tempo Real para Mycoplasma spp., pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro Resultado N Meédia DP EP Min. Max. p-valor Referéncia*

Leucacitos Positivo 45 17,83% 12,06 1,80 3,90 739 0.508 55195
totais (x10*/ul) Negativo 152 19,21 12,70 1,03 150 1000 ’ ’

Metamielocitos Positivo 45 0,009 0,06 0,009 0,00 0,41

(x10%/ul) Negativo 152 0,004 0,04 0,003 0,00 0,46 0,927 0-0

BastOes Positivo 45 0,75* 1,08 0,16 0,00 4,43 0.910 0-0.3
(x10%/ul) Negativo 152 0,64 0,91 0,74 0,00 6,50 ’ ’

Segmentados  Positivo 45 10,99° 8,60 1,28 2,62 54,69 0.236 95125
(x10%/ul) Negativo 152 12,28% 797 0,65 057 4448 e
Linfocitos Positivo 45 4,15 325 0,48 0,39 16,29 0.827 15.70
(x10%/ul) Negativo 152 4,63* 8,07 0,65 045 9600 T

Mondcitos Positivo 45 1,000 1,21 0,18 0,00 7,96 0.813 0-0.85
(x10%/ul) Negativo 152 0,84° 0,61 0,05 0,00 3,87 ’ ’

Eosinofilos Positivo 45 091° 169 0,25 0,00 9,42 0.951 0-15
(x10%/ul) Negativo 152 0,80° 1,12 0,09 0,00 8,10 ’ ’

Basofilos Positivo 45 0,004* 0,02 0,004 0,00 0,16 0.962 Raros
(x10%/ul) Negativo 152 0,020° 0,12 0,010 0,00 1,43 ’

*Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney
em nivel de significancia de 5% (p>0,05). N: niumero de gatos; DP: desvio padrdo; EP: erro padréo;
Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.
* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

Na analise por frequéncia das alteracdes hematoldgicas dentro dos grupos positivo e
negativo, pode ser observado que a ocorréncia geral de hemoplasma na populacéo felina foi
associada ao indice hematimétrico CHGM diminuido quando comparados aos gatos negativos
(p<0,04). Observou-se, adicionalmente, tendéncia a associacdo desta infeccdo com VGM
aumentado (p<0,08). Tendo em vista que os parametros referentes a determinacdo de anemia
ndo foram associados a infec¢cdo por este agente, a avaliacdo dos indices hematimétricos por si
s6 ndao é de grande valia. As demais alteragdes hematoldgicas ndo foram associadas
estatisticamente a infeccdo por Mycoplasma spp., a seguir: anemia, trombocitopenia,
trombocitose, hiperproteinemia, leucocitose, leucopenia, neutropenia, neutrofilia, discreto
DNNE, linfopenia, linfocitose, monocitose, eosinofilia e presenca de mondcitos ativados a
macrofagos (Tabela 6).
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Tabela 6: AlteracGes hematologicas associadas a infeccao natural por Mycoplasma spp. em

gatos provenientes da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

gPCR Mycoplasma spp. n(%o)

Alteracédo hematoldgica — ; p-valor
Positivos (n=45)  Negativos (n=152)
Anemia Sim 9 (20,0) 28 (18,4)? 0,9833
(He, Ht, Hg)  Néo 36 (80,0) 124 (81,6)
Sim 3 (6,7)° 2 (1,3)° 0,0795
VGM aumentado 4, 42 (93.3) 150 (98.7)
. Sim 3(6,7)? 1(0,7)° 0,0379
CAAIELY. ClAIraield e 42 (93.3) 151 (99.3)
Trombocitopenia ™ 26 (57,3)° 77 (50,7)° 0,5028
P No 19 (42,2) 75 (49,3)
. Sim 5 (11,1)° 11 (7,2 0,2730
Trombocitose 4, 40 (88.9) 142 (92.8)
Hiveroroteinemiae SIM 17 (42,5)° 69 (48,6)° 0,6154
PEerp N&o 23 (57,5) 73 (51,4)
Loucopenia SiM 4 (8,9 6 (3,9)° 0,2405
b N&o 41 (91,1) 146 (96,1)
Loucoitose  SIM 17 (37,8 57 (37,5)° 0,8875
N&o 28 (62,2) 95 (62,5)
Neutropenia S 0 (0)? 4 (2,6)° 0,5757
P Nao 45 (100) 148 (97,4)
» Sim 13 (28,9 55 (36,2)° 0,4680
Neutrofilia 5, 32 (71,1) 97 (63,8)
. Sim 25 (55,6)? 83 (54,6)° 0,538
Discreto DNNE 4, 20 (44,4) 69 (45,4)
i Sim 6 (13,3)° 30 (19,7)° 0,4492
b Néo 39 (86,7) 122 (80,3)
Lintoso o Sim 6 (13,3)° 20 (13,2)° 0,8257
N&o 39 (86,7) 132 (86,8)
Monocitose S 21 (46,7 63 (41,4)° 0,6525
N&o 24 (53,3) 89 (58,6)
Cosinofila SM 8 (17,8)° 21 (13,8)° 0,6749
N&o 37 (82,2) 131 (86,2)
Sim 12 (26,7 33 (21,7)° 0,6217
MAM N30 33 (73.3) 119 (78,3)

* Valores seguidos de letras iguais nao diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher em nivel de significancia de 5%; gPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real;
N:Ndmero de gatos; He:Hemécias; Ht:Hematdcrito; Hg:Hemoglobina; VGM:Volume globular
médio; CHGM:Concentracdo de hemoglobina globular média; DNNE: Desvio nuclear neutrofilico a
esquerda; MAM: Mondcitos ativados a macrdéfagos; *Grupos positivos e negativos com 40 e 142

gatos amostrados, respectivamente.
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4.6.2 Mycoplasma haemofelis

Na avaliacdo das médias dos parametros hematologicos frente a infeccdo por
Mycoplasma haemofelis, algumas alteragdes foram observadas no eritrograma, leucograma e
complemento. Gatos naturalmente infectados por M. haemofelis apresentaram-se anémicos,
condicdo esta estabelecida por valores de hemécias (p<0,01), hematdcrito (p=0,017) e/ou
hemoglobina (p=0,004) abaixo do padrdo de referéncia para a espécie e estatisticamente
significativos quando comparados aos gatos negativos. Por meio da andlise dos indices
hematimétricos VGM e CHGM, pode-se evidenciar que 0s gatos positivos manifestaram
anemia do tipo normocitica hipocrémica predominantemente, sendo o indice CHGM
associado estatisticamente a infeccdo (p=0,002). No entanto, o indice VGM aumentado
apresentou tendéncia de associacdo a infec¢do (p=0,08), o qual conferiria anemia do tipo
macrocitica. Outros parametros associados a infeccdo por este agente foram trombocitopenia
(p=0,038) e linfocitose (p=0,029). Vale ressaltar que, apesar de ndo haver diferenca
significativa, a média de mondcitos dos gatos positivos foi superior a dos gatos negativos e
acima do valor de referéncia para a espécie (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7: Analise descritiva do eritrograma e complementos (plaquetas e proteina plasmatica
total) dos gatos positivos e negativos na PCR para Mycoplasma haemofelis, pertencentes a
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro  Resultado N Media DP EP Min. Max. p-valor Referéncia*
Hemacias Positivo 9 44 27 09 19 972

(10%ul)  Negativo 188 7.1° 22 0,2 13 112 <001 50-100
Hematocrito  Positivo 9 235 120 40 90 397

(%) Negativo 188 339° 103 07 70 570 0017 2445
Hemoglobina Positivo 9 728 37 12 29 127
(g/dl) Negativo 188 112° 33 02 23 190 004 80150
Positivo O  57,1° 144 48 433 89,0
VML) Negativo 188 48.9° 37 03 390 620 0080 39585
al _
cHom @y PoSiivo O 307 21 07 200 8O T 4o

Negativo 188 329° 13 01 300 350
Plaquetas Positivo 9 286% 427 142 46 1,400
(x103/ul) Negativo 188 399° 306 22 15 1,662
Positivo 8 69 12 04 40 80
PPT(OA) " Negativo 174 7.6 11 01 46 110
# Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, néo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney
ou Analise de Variancia, em nivel de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio;
CHGM: Concentracdo de hemoglobina globular média; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de
gatos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; M&x.: Limite m&ximo.
* Valores de referéncia segundo Jain (1993)
** Valor de referéncia segundo Krimer (2011)

0,038 300-900

0,192 6-7,5**
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Tabela 8: Analise descritiva do leucograma dos gatos positivos e negativos na PCR para
Mycoplasma haemofelis, pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro Resultado N Meédia DP EP Min. Max. p-valor Referéncia*

Leucdcitos Positivo 9 21,81* 10,66 3,55 10,2 40,3 0.267 55.195
totais (x10*/ul) Negativo 188 18,75* 12,63 0,92 1,50 100,0 ’ ’

Metamieldcitos Positivo 9 0,000* 0,00 0,000 0,00 0,00

(x10%/ul) Negativo 188 0,005% 0,05 0,003 0,00 046 90 0-0
Bastbes Positivo 9 1,09 121 040 0,00 4,03

3 . a 0,092 0-0,3
(x10°/ul) Negativo 188 0,64 0,93 0,07 0,00 6,50
Segmentados  Positivo 9 10,59* 587 1,96 4,05 20,55
(xlgO3/uI) Negativo 188 12,05° 821 0,60 0,57 54,69 071l 25125
Linfécitos Positivo 9 721 505 1,68 1,63 16,29 0.029 15-70
(x10%/pl) Negativo 188 4,39° 7,32 053 0,39 96,00 =
Mondcitos Positivo 9 1,73* 2,38 0,79 0,42 7,96
(x10%/ul) Negativo 188 0,84° 0,61 0,04 0,00 3,87 0,132 0-0:85
Eosinofilos Positivo 9 1,19° 206 0,69 0,00 6,43 0.988 0-15
(x10°/ul) Negativo 188 0,81° 1,22 0,09 0,00 942 !
Basofilos Positivo 9 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0.893 RAros
(x10°/ul) Negativo 188 0,01° 0,11 0,008 0,00 1,43

® Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5% (p>0,05). N: nimero de gatos; DP: desvio padrdo; EP: erro
padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.

* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

As alteracGes hematoldgicas estatisticamente associadas a infec¢do por Mycoplasma
haemofelis na analise por frequéncia foram anemia (p=0,0017), com predominio de anemia do
tipo macrocitica hipocrbmica entre 0s animais positivos, constatada pelos indices
hematimétricos VGM aumentado (p=0,0006) e CHGM diminuido (p=0,0003). Linfocitose
(p=0,0220) e trombocitopenia (p=0,0365) m também associadas a infec¢do pelo agente, bem
como a presenca de mondcitos ativados a macrofagos (p=0,0306), muito embora nao tenha
sido observada associacdo estatistica da alteracdo monocitose a infeccdo. As demais
alteracbes hematoldgicas analisadas ndo foram associadas a infeccdo por M. haemofelis,
sendo estas trombocitose, hiperproteinemia, leucocitose, leucopenia, neutropenia, neutrofilia,
discreto DNNE, linfopenia, monocitose e eosinofilia (Tabela 9).
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Tabela 9: Alteracbes hematologicas associadas a infeccdo natural por Mycoplasma
haemofelis em gatos provenientes da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

PCR Mycoplasma haemofelis n(%b)

Alteracdo hematoldgica " ) p-valor
Positivos (n=9) Negativos (n=188)
Anemia Sim 6 (66,7)° 31 (16,5)° 0,0017
(He, Ht, Hg) N4o 3(33,3) 157 (83,5)
Sim 3(33,3)° 2 (1,0 0,0006
VGl SLITENEED ey 6 (66.7) 186 (99,0)
. Sim 3(33,3)° 1(0,5)° 0,0003
CHGM diminuido Niio 6 (66.7) 187 (99,5)
. . Sim 8 (88,9)° 95 (50,5)° 0,0365
Trombocitopenia NEo 1(11,1) 93 (49,5)
. Sim 1(11,1)° 15 (8,0) 0,9725
Trombocitose 5 8 (88.9) 173 (92.0)
Hiperproteinemia*  SiM 1(12,5) 85 (48,9)° 0,0676
PEerp N&o 7 (87.,5) 89 (51,1)
| eucopenia Sim 0 (0,0)? 10 (5,3)? 1,0000
P N&o 9 (100,0) 178 (94,7)
L elcocitose Sim 5 (55,6)° 69 (36,7)° 0,3000
N4o 4 (62,2) 119 (63,3)
Neutropenia Sim 0 (0,0)? 4 (2,1) 1,0000
P Néo 9 (100,0) 184 (97,9)
N Sim 3(33,3)° 65 (34,6)° 1,0000
Neutrofilia N0 6 (66,7) 123 (65,4)
. Sim 7(77,8)° 101 (53,7)° 0,1882
Discreto DNNE Nio 2(22.2) 87 (46.3)
Linfopenia Sim 0 (0,0)* 35 (18,6)° 0,2198
b Néo 9 (100) 153 (81,4)
Linfocitose Sim 4 (44,4) 23 (12,2)° 0,0220
N4o 5 (55,6) 165 (87,8)
Monocitose Sim 5 (55,6)° 79 (42,0) 0,5000
N4o 4 (44,4 109 (58,0)
Eosinofilia Sim 2 (22,2} 27 (14,4)? 0,6192
N4o 7 (77,8) 161 (85,6)
Sim 5 (55,6)° 40 (21,3)° 0,0306
LAY N0 4 (44,4) 148 (78,7)

*Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher
em nivel de significancia de 5%; gPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; N:NUmero
de gatos; He:Heméacias; Ht:Hematdcrito; Hg:Hemoglobina; VGM:Volume globular médio;
CHGM:Concentracdo de hemoglobina globular média; DNNE: Desvio nuclear neutrofilico a
esquerda; MAM: Mondcitos ativados a macrofagos;*Grupos positivos e negativos com 40 e 142 gatos
amostrados, respectivamente.
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4.6.3 ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’

A frequéncia do hemoplasma ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e os
parametros hematoldgicos médios (eritrograma, leucograma e complementos) néo
apresentaram qualquer correlacdo estatistica (p>0,05). No entanto, vale ressaltar que, a média
do parametro proteina plasmatica total dos gatos positivos foi superior aquela observada nos
gatos negativos e acima do padréo de referéncia para a espécie, apesar de ndo haver diferenca
estatistica (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10: Andlise descritiva do eritrograma e complementos (plaquetas e proteina
plasmatica total) dos gatos positivos e negativos na PCR para ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’, pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro Resultado N Média DP EP Min. Max. p-valor Referéncia*

Hemaécias Positivo 23 6,74 22 0519 10,2

(x10°/) Negativo 174 69° 23 02 13 112 0009 50100

Positivo 23 33,6° 99 21 90 46,0

Negativo 174 335* 10,7 0,8 7,0 57,0 0,825 24-45

Hematdcrito (%)

Hemoglobina Positivo 23 10,9* 33 0,7 29 152

(g/di) Negativo 174 11,0° 35 03 23 19,0 0,981  8,0-15,0

Positivo 23 50,9 55 1,1 450 70,0

VGM (iL) Negativo 174 49.0° 49 04 390 890 161 3999

Positivo 23 325 17 04 27,0 350
0 ) H H H H -

CHGM (%) Negaivo 174 328 13 01 280 350 /04 3135

Plaquetas Positivo 23 434%* 421 88 79 1,662

(x10%ul) Negativo 174 388° 296 22 15 1400 988  300-900

o a
oPT (gl Positivo 20 77° 12 0340 92 (.o oo

Negativo 162 75° 11 01 46 11,0

® Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio; CHGM:
Concentracdo de hemoglobina globular média; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de gatos;
DP: desvio padrédo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.

* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

** Valor de referéncia segundo Krimer (2011)
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Tabela 11: Andlise descritiva do leucograma dos gatos, positivos e negativos na PCR para
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro.

Parametro Resultado N Média DP EP  Min. Max. p-valor Referéncia*

Leucocitos Positivo 23 18,13* 1390 2,90 3,90 739

totais (x10¥l) Negativo 174 1899° 12,30 0,94 150 1000 02 5193

Metamieldcitos Positivo 23 0,000® 0,00 0,000 0,00 0,00

(x10%/ul) Negativo 174 0,005° 0,05 0,004 0,00 0,05 0,89 0-0
BastOes Positivo 23 0,558 0,98 0,20 0,00 4,43 0.96 0-0.3
(x10%/ul) Negativo 174 0,67* 0,95 0,07 0,00 650 ’
Segmentados  Positivo 23 11,85° 10,58 2,21 3,28 54,69 0.57 25125
(x103/ul) Negativo 174 12,01* 7,77 059 0,57 4448 ’ ’
Linfécitos Positivo 23 4,00° 267 056 0,39 11,17 0.74 15-70
(x103/ul) Negativo 174 459* 7,65 058 045 96,00 B
Mondcitos Positivo 23 0,85* 0,61 0,13 0,12 2,22 0.90 0-0.85
(x10%/ul) Negativo 174 0,88° 0,81 0,06 000 7,96 ’
Eosindfilos Positivo 23 0,85* 195 041 0,00 9,42 0.29 0-15
(x10%/ul) Negativo 174 0,82° 1,15 0,09 000 8,10 ’
Basofilos Positivo 23  0,006° 0,03 0,006 0,00 0,16 0.88 RArOS
(x10%/ul) Negativo 174 0,013* 0,12 0,008 0,00 1,43

® Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5% (p>0,05); N: nimero de gatos; DP: desvio padrdo; EP: erro
padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.

* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

Nenhuma alteracdo hematoldgica foi associada estatisticamente a infeccdo por

‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ na analise por frequéncia (p>0,05), conforme
demonstrado na Tabela 12.
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Tabela 12: Alteragdes hematologicas associadas a infecgdo natural por ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ em gatos provenientes da Regido Metropolitana do Rio de

Janeiro.

PCR ‘C.M.haemominutum’ n(%o)

Alteracdo hematoldgica — : p-valor
Positivos (n=23)  Negativos (n=174)
Anemia Sim 4 (17,4) 33 (19,0)° 1,0000
(He, Ht, Hg)  Néo 19 (82,6) 141 (81)
Sim 2 (8,7 3(1,7)° 0,1049
VGMaumentado 5, 21 (91.3) 171 (98.3)
L Sim 2 (8,7)° 2(1,1)° 0,3005
CHGM diminuido 4, 21 (91.3) 172 (98,9)
Trombocitonenia 5™ 13 (56,5)° 90 (51,7 0,8248
P Néo 10 (43,5) 84 (48,3)
. Sim 3 (13,0)° 13(7,5)° 0,4071
Trombocitose 5, 20 (87,0) 161 (92,5)
Hineroroteinemiax S 11 (55,0)° 75 (46,3)° 0,4863
Perp Nzo 9 (45,0) 87 (53,7)
Leucoenia  SiM 2 (8,7) 8 (4,6)° 0,6072
P No 21(91,3) 166 (95,4)
| eucocitose Sim 9 (39,1)° 65 (37,4)° 1,0000
N&o 14 (60,9) 109 (62,6)
Neutropenia S 0 (0)° 4(2,3)° 1,0000
P Néo 23 (100) 170 (97,7)
. Sim 8 (34,8)° 60 (34,5)° 1,0000
Neutrofilia 55 15 (65,2) 114(65,5)
. Sim 9 (39,1)° 99(56,9)° 0,1226
Discreto DNNE 4, 14 (60,9) 75(43,1)
Lintonenia Sim 2 (8,77 33 (19,0)° 0,2662
P N&o 21 (91,3) 141 (81,0)
Linfocitose Sim 3 (13,0)° 24(13,8)° 1,0000
N&o 20 (87,0) 150 (86,2)
Monocitose Sim 11(47,8)° 73 (42,0)° 0,6565
N&o 12 (52,2) 101(58,0)
Cosinofilia Sim 3 (13,0)° 26 (14,9)° 1,0000
N&o 20 (87,0) 148( 85,1)
Sim 6 (26,1)° 39 (22,4)° 0,8965
MAM N30 17 (73,9) 135 (77,6)

*Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher
em nivel de significancia de 5%; gPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; N:NUmero
de gatos; He:Hemacias; Ht:Hematdcrito; Hg:Hemoglobina; VGM:Volume globular médio;
CHGM:Concentracdo de hemoglobina globular média; DNNE: Desvio nuclear neutrofilico a
esquerda; MAM: Mondcitos ativados a macrdofagos;*Grupos positivos e negativos com 40 e 142 gatos
amostrados, respectivamente.
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4.6.4 ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’

A infecgdo por ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ ndo apresentou qualquer
correlacdo estatistica com os parametros hematol6gicos médios do eritrograma, leucograma e
complementos (p>0,05). No entanto, vale ressaltar que, a média das plaquetas dos gatos
positivos foi inferior a dos gatos negativos e abaixo do padrdo de referéncia para gatos
(Tabelas 13 e 14).

Tabela 13: Andlise descritiva do eritrograma e complementos (plaquetas e proteina
plasmatica total) dos gatos positivos ¢ negativos na PCR para ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’, pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro Resultado N Média DP EP  Min. Méax. p-valor Referéncia*

Hema@cias Positivo 9 6,3? 1,8 06 29 92

(x10%/pl) Negativo 188 6,9° 2,3 02 13 11,2 0318 50-10,0
Hematocrito  Positivo 9 322* 91 30 16 43
(%) Negativo 188 33,6° 10,6 0,8 7 57 0,624 2445
Hemoglobina Positivo 9 10,4 28 09 49 14
(o/dI) Negativo 188 11.0° 35 03 23 19 0488 80150
Positivo 9 50,3* 5,8 19 42 60,8
VGM (L) Negativo 188 492 49 04 39 89 0416 39-55
Positivo 9 32,6 17 0,6 29,1 35
0 H H H i) _
CHEGM (%) \egativo 188 328° 14 01 270 35 099 318
Plaquetas Positivo 9 294% 138 46 37 550
(x103/ul) Negativo 188 398° 318 23 15 1,662 0,827 300-900
i a
PPT (g/dl) Positivo 9 7,2 06 02 62 84 0215  6.7.5%

Negativo 173 7,5° 1,1 0,1 40 11,0

# Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5% (p>0,05); VGM: Volume globular médio; CHGM:
Concentragdo de hemoglobina globular média; PPT: Proteina plasmética total; N: nimero de gatos;
DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite méaximo.

* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

** Valor de referéncia segundo Krimer (2011)
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Tabela 14: Analise descritiva do leucograma dos gatos positivos e negativos na PCR
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametro Resultado N Media DP EP  Min. Max. p-valor Referéncia*

Leucocitos Positivo 9 15,41* 7,04 235 4,10 248

totais (x10%ul) Negativo 188 19,06° 1273 091 150 1000 40 55199

Metamielocitos Positivo 9 0,000* 0,00 0,000 0,00 0,00

(x10%/ul) Negativo 188 0,005* 0,05 0,003 0,00 0,05 0,936 0-0
BastOes Positivo 9 0,53* 0,81 0,27 0,00 2,59 0.548 0-0.3
(x10%/ul) Negativo 188 0,67° 0,96 0,07 0,00 650 ’
Segmentados  Positivo 9 9,09 483 161 262 1711

(x10%/ul) Negativo 188 12,13* 822 060 0,57 54,69 0,315 25125
Linfocitos Positivo 9 4,06° 242 081 066 7,01 0.720 15.70
(x10%/ul) Negativo 188 4,54° 740 054 0,40 96,00 T
Mondcitos Positivo 9 0,94* 0,73 0,24 0,00 2,16

(x10%/ul) Negativo 188 0,88 0,79 0,06 0,00 7,96 0,747 0-0.85
Eosinofilos Positivo 9 0,79 068 0,23 0,08 2,38 0.316 0-15
(x10%/ul) Negativo 188 0,83* 1,29 0,09 0,00 942 ’
Basofilos Positivo 188 0,00° 0,00 0,000 0,00 0,00

(x10%u)  Negativo 9  001° 011 0008 000 143 099 ~ Rars

® Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-
Whitney em nivel de significancia de 5% (p>0,05); N: nimero de gatos; DP: desvio padrdo; EP: erro
padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.

* Valores de referéncia segundo Jain (1993)

Nenhuma das alteraces hematoldgicas analisadas foi associada estatisticamente a
infeccdo por 'Candidatus Mycoplasma turicensis' (p>0,05), a seguir: anemia, trombocitopenia,
trombocitose, hiperproteinemia, leucocitose, leucopenia, neutropenia, neutrofilia, discreto
DNNE, linfopenia, linfocitose, monocitose, eosinofilia e presenca de mondcitos ativados a
macrofagos, conforme discriminado na Tabela 15. Foi evidenciado que 0s gatos negativos
apresentaram mais frequentemente hiperproteinemia quando comparado aos gatos positivos
(p=0,0370).

40



Tabela 15: Alteragdes hematoldgicas associadas a infeccdo natural por ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’ em gatos provenientes da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

PCR “C. (M.) haemominutum n(%b)

Alteracédo hematoldgica — ) p-valor
Positivos (n=9) Negativos (n=188)
Anemia Sim 1(11,1)?* 36 (19,1)° 0,6965
(He, Ht, Hg)  Nao 8 (88,9) 152 (80,9)
Sim 1(11,1)° 4(2,1)° 0,2098
VGM aumentado 5, 8 (88.9) 184 (97.9)
_ _ Sim 1(11,1)° 3(L,6) 0,1716
CHGM diminuido Niio 8 (88.9) 185 (98.4)
Trombocitopenia. SM 6 (66,7)° 97 (51,6)° 0,5018
P Nao 3(33,3) 91 (48,4)
. Sim 0 (0)° 16 (8,5)° 0,6181
Trombocitose 5, 9 (100) 172 (91,5)
. Sim 1(11,1)° 85 (49,1)" 0,0370
Hiperproteinemia NE 8 (88,9) 88 (50,9)
Leuconenia  SIM 1(11,1)° 9 (4,8)° 0,3737
b N0 8 (88,9) 179 (95,2)
Leucocitose S 3(33.3)° 71 (37,8)° 1,0000
Néo 6 (66,7) 117 (62,2)
Neutropenia  SM 0 (0)° 4(2,1)° 1,0000
P Nao 9 (100) 184 (97,9)
. Sim 2 (22,2)° 66 (35,1)° 0,5023
Neutrofilia s, 7 (78.8) 122 (64.9)
. Sim 4 (44.4)° 104 (55,3)° 0,7340
Discreto DNNE Nio 5 (55.6) 84 (44,7)
Lintosenia S 2 (22,27 33 (17,6)° 0,6523
P Nio 7 (77,8) 155 (82,4)
- Sim 1(1L,2)° 26 (13,8)° 1,0000
Linfocitose 4, 8 (88.9) 172 (86.2)
Monocitose S 3(333)° 81 (43,3)° 0,7353
Néo 6 (66,7) 107 (56,7)
Cosinofilia  SM 1(1L,1)° 28 (14,9)° 1,0000
Néo 8 (88,9) 160 (85,1)
Sim 2 (22,2)° 43 (22,9)° 1,0000
MAM N0 7(77.8) 145 (77,1)

*Valores seguidos de letras iguais nao diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher
em nivel de significancia de 5%; gPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; N:NUmero
de gatos; He:Hemacias; Ht:Hematocrito; Hg:Hemoglobina; VGM:Volume globular médio;
CHGM:Concentracdo de hemoglobina globular média; DNNE: Desvio nuclear neutrofilico a
esquerda; MAM: Mondcitos ativados a macrdfagos;*Grupos positivos e negativos com 40 e 142 gatos
amostrados, respectivamente.
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4.7 Fatores associados a infeccdo por hemoplasmas

4.7.1 Mycoplasma spp.

As variaveis idade, género e raca foram comparadas a ocorréncia geral de
hemoplasmas. Nesta condi¢do, pode ser observado que somente a variavel género apresentou
correlagdo positiva com Mycoplasma spp. (p=0,0053), em que os machos apresentaram
aproximadamente duas vezes mais chances de se infectarem por hemoplasmas do que as
fémeas. Gatos adultos e idosos, bem como aqueles com raga definida apresentaram mais
chances de se infectarem por hemoplasmas quando comparados aos gatos filhotes e sem raca
definida, respectivamente. No entanto, as varidveis idade e raca ndo demonstraram correlacdo
estatistica com a infec¢céo por Mycoplasma spp. (p>0,05) (Tabela 16).

Tabela 16: Fatores associados a infec¢cdo natural por Mycoplasma spp. em gatos provenientes
da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro

- NUmero de Gatos Odds
Variavel gatos positivos (%) p-valor Ratio 1C (95%)
Idade
Filhote 29 5(17,2)* 1
Adulto 168 40 (23,8) 0,5902 15 0,53-4,19
Género
Fémea 108 16 (14,8) 1
Macho 89 29 (32,6)° 0,0053 278  1,39-555
Raca
Sem ragca definida 173 39 (22,5)* 1
Com raga definida 24 6 (25,0)% 0,9926 1,16 0,43 — 3,08

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado
ou Exato de Fisher em nivel de significAncia de 5%; Classificacdo da faixa etaria: Foram considerados
filhotes os gatos de até 12 meses e adultos agqueles com idade superior a doze meses; IC: Intervalo de
confianca.

4.7.2 Mycoplasma haemofelis

Ao analisar os fatores de risco associados a infeccdo por Mycoplasma haemofelis
constatou-se que a varidvel género demonstrou correlacdo estatistica positiva a infeccao
(p= 0,0006), de modo que somente gatos machos foram positivos para esta espécie de
hemoplasma. As variaveis idade e raca ndo apresentaram correlacao estatistica com a infeccéo
por este agente (p>0,05). No entanto, pode se observar que somente os gatos adultos foram
positivos e que gatos com raca definida apresentaram chance duas vezes maior de se
infectarem por M. haemofelis quando comparados aos gatos sem raca definida (Tabela 17).
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Tabela 17: Fatores associados a infeccdo natural por Mycoplasma haemofelis em gatos
provenientes da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

., NUmero de Gatos Odds
Variavel gatos positivos (%) p-valor i 1C (95%)
Idade
Filhote 29 0 (0,0)% -
Adulto 168 9 (5,4)* 0,3613 - -
Género
Fémea 108 0 (0,0) -
Macho 89 9 (10,1)° 0,0006 - -
Raca
Sem raca definida 173 7 (4,0)° 1
Com raca definida 24 2 (8,3)° 0,2997 2,15 0,42 - 11,04

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado
ou Exato de Fisher em nivel de significancia de 5%; Classificacdo da faixa etaria Foram considerados
filhotes os gatos de até 12 meses e adultos agqueles com idade superior a doze meses; IC: Intervalo de
confianca.

4.7.3 ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’

O fator género foi correlacionado estatisticamente a infec¢do por ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ (p=0,0065), na qual os machos apresentaram quatro vezes mais
chances de se infectaram pela espécie de hemoplasma em questdo quando comparados as
fémeas. Embora na auséncia de associagdo estatistica (p>0,05), gatos adultos apresentaram
respectivamente, aproximadamente quatro vezes mais chances de se infectarem pelo agente
do que gatos filhotes, bem como gatos com raca definida tiveram maior probabilidade de se
infectarem com relacdo aos gatos sem raca definida.

Tabela 18: Fatores associados a infecgdo natural por ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ em gatos provenientes da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro

. NUmero Gatos Odds
Variavel de gatos positivos (%) p-valor Ratio 1C (95%)
Idade
Filhote 29 1(3,4)? 1
Adulto 168 22 (13,1) 0,2097 4,22 0,55-35,6
Género
Fémea 108 6 (5,6) 1
Macho 89 17 (19,1)° 0,0065 401 151-10,68
Raga
Sem raca definida 173 19 (11,0 1
Com raca definida 24 4(16,7)° 0,4930 1,62 0,50 — 5,25

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado
ou Exato de Fisher em nivel de significancia de 5%; Classificacdo da faixa etaria Foram considerados
filhotes os gatos de até 12 meses e adultos aqueles com idade superior a doze meses; IC: Intervalo de
confianca.
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4.7.4 ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’

Em relagdo ao hemoplasma ‘Candidatus Mycoplasma turicensis, ao analisar os fatores
associados a infeccdo, idade, género e raca, verificou-se que nenhuma variavel apresentou
correlacdo a infeccdo por este agente (p>0,05). No entanto, os machos apresentaram chance
duas vezes maior de infectarem do que as fémeas. Em relacdo a idade, gatos filhotes
apresentaram maior risco de infeccdo do que os adultos, assim como gatos sem raca definida
apresentaram-se discretamente mais propensos a infec¢éo do que gatos com raca definida.

Tabela 19: Fatores associados a infec¢do natural por ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ em
gatos provenientes da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

- NUmero Gatos Odds
Variavel de gatos positivos (%) p-valor Ratio IC (35%)
Idade
Filhote 29 2 (6,9)% 1,70
Adulto 168 6 (4,2)% 0,6192 1 0,34 -8,64
Género
Fémea 108 3(2,8)* 1
Macho 89 6 (6,7) 0,3041 2,53 0,61-10,42
Raca
Sem raca definida 173 8 (4,6)° 113
Com raca definida 24 1 (4,2)a 1,000 1 0,13 — 9,33

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado
ou Exato de Fisher em nivel de significancia de 5%; Classificacdo da faixa etaria Foram considerados
filhotes os gatos de até 12 meses e adultos aqueles com idade superior a doze meses; IC: Intervalo de
confianca.
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4.8 Pesquisa direta de piroplasmas em esfregacos sanguineos

Na analise dos esfregacos sanguineos foram evidenciadas formas de piroplasma no
interior de hemécias de dois animais (1,0%). Destes, apenas um demonstou também estruturas
epieritrociticas sugestivas de infeccdo por hemoplasma, vide figura 9.

Figura 9. Esfregaco de sangue com formas de piroplasma no interior de hemacias (seta
branca). Notar, adicionalmente, estruturas epieritrociticas (setas pretas) (Corante Pandtipo
Répido, 1000x).

4.9 Diagndstico molecular de Cytauxzoon felis baseado no gene 18S rRNA
Todos os animais avaliados mostraram-se negativos para Cytauxzoon felis pela PCR
convencional baseado no gene 18S rRNA, conforme demonstrado na figura 10.

284pb

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. O
amplimero de 284 pares de base do gene 18S rRNA de Cytauxzoon felis demonstrado na
figura é referente ao controle positivo da reacdo. PM: Marcador de peso molecular de 100
pares de base (Invitrogen®); -: Controle negativo (Agua ultrapura); +: Controle positivo;
Canaletas 1-16: Gatos negativos.
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a populacdo de animais domeésticos tem apresentado crescimento
acentuado, em especial, os gatos, devido as facilidades de manejo e criacdo, no que diz
respeito ao custo e espaco requerido. Consequentemente, hd o estreitamento do convivio
destes com 0 homem. Deste modo, estudos tém sido necessarios acerca das enfermidades que
acometem a espécie em questdo, bem como o0s riscos de transmissdo destas doencas ao
homem. Este estudo investigou a ocorréncia das hemoparasitoses, micoplasmose e
citauxzoonose felina em gatos provenientes do municipio do Rio de Janeiro e Baixada
Fluminense, assim como as altera¢Ges hematolodgicas e fatores associados a infec¢éo.

5.1 Micoplasmas hemotroficos

Baseado no diagnéstico citolégico em esfregacos sanguineos, estruturas
epieritrociticas sugestivas de infeccdo por Mycoplasma spp. foram observadas em 11,2%
(22/197) dos gatos amostrados. No entanto, somente sete destes animais tiveram a infec¢éo
por hemoplasmas confirmada por meio da técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real (qQPCR). Niveis superiores de positividade em esfregacos sanguineos foram observados
por Milken et al. (2002), estudo no qual detectaram micro-organismos na superficie de
hemacias em 30% dos gatos errantes de Uberlandia, Minas Gerais. Mendes-de-Almeida et al.
(2007) detectaram, na populacdo de gatos errantes alocados nos jardins do zooldgico do Rio
de Janeiro, crescente infeccdo por Mycoplasma spp., nos anos 2002 a 2004, com variacdo de
15,8% a 75,8%. No entanto, Maia (2008) observou tais estruturas sobre as hemécias em
apenas 0,97% (2/207) dos animais amostrados. Nota-se que o grau de infeccdo por
hemoplasmas na populacdo de gatos errantes é superior quando comparado aquele de gatos
domiciliados. Hora (2008), em estudo realizado em S&o Paulo, por meio da analise de
esfregacos sanguineos, evidenciou estruturas semelhantes em esfregacos sanguineos de onze
dos felinos anémicos (4,07%); no entanto, somente seis destes animais confirmaram
positividade nos ensaios moleculares. Mundialmente, a frequéncia de infec¢do por
hemoplasmas obtida por meio de esfregagco sanguineo pode variar de 0% a 42% (CRIADO-
FORNELIO et al., 2003; SULIMAN et al., 2009; NIBBLETT et al., 2010;GEORGES et al.,
2012; JENKINS et al., 2013). Tais variacbes sdo resultantes das limitagbes do teste
diagnostico, localizacdo geografica e caracteristicas das amostras coletadas nos distintos
estudos.

Até recentemente, o diagnostico da hemoplasmose felina era realizado somente pela
identificacdo dos micro-organismos em esfregacos sanguineos (WILLI et al., 2007). No
entanto, a sensibilidade e especificidade diagndstica desta técnica € baixa (HARVEY, 2006).
Em decorréncia da baixa sensibilidade, resultados falso-negativos podem ser gerados,
principalmente devido a caracteristica flutuacdo da parasitemia de hemoplasmas,
principalmente Mycoplasma haemofelis. Adicionalmente, é imprescindivel a escolha de
esfregacos sanguineos frescos para o diagndstico devido a remogdo dos micro-organismos na
presenca de EDTA (SYKES, 2010; TASKER, 2010). Por outro lado, resultados falso-
positivos podem ser obtidos, visto que, 0s organismos podem ser facilmente confundidos com
precipitados de corantes, corpusculos de Howell-Jolly, artefatos secundarios a secagem lenta
do esfregaco sanguineo, formas de piroplasmas e/ou ponteado basofilico (SYKES, 2003;
BARKER; TASKER, 2013). Vale ressaltar que, em nosso estudo, foram utilizados esfregacos
sanguineos confeccionados no laboratério comercial a partir de sangue com o anticoagulante
EDTA para pesquisa direta de hemoparasitos e que estes apresentavam, por vezes, excesso de
precipitacdo de corante bem como outras sujidades, o que pode ter dificultado o diagndstico
de hemoplasmas. Em decorréncia das limitacGes inerentes ao diagnostico citoldgico, os
ensaios moleculares tem sido teste de escolha para o diagndstico de micoplasmas
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hemotréficos (HORA, 2008; MACIEIRA, 2008; MAIA, 2008; TASKER, 2010). As técnicas
moleculares de diagndstico tém demonstrado maior sensibilidade quando comparada a técnica
de citologia em esfregacos sanguineos, principalmente no que diz respeito a deteccdo de
hemoplasmas em gatos portadores assintomaticos (SYKES, 2010; BARKER; TASKER,
2013). As diferencas de sensibilidade e especificidade entre as técnicas de citologia em
esfregaco sanguineo e Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real no presente estudo
foram evidenciadas pelo pobre grau de concordancia determinado pelo teste estatistico Kappa
(k=0,07). Somente sete gatos (15,6%) mostraram-se positivos simultaneamente para ambas as
técnicas. Maior sensibilidade e especificidade dos ensaios moleculares frente ao diagnostico
citologico de micoplasmas hemotroficos também foi evidenciada por Hora (2008).

As espécies de hemoplasmas ndo sdo passiveis de serem distinguidas
morfologicamente em esfregaco sanguineo (WILLI et al., 2007; 2011). Baseado neste
principio e com auxilio da ferramenta molecular de diagnéstico, pode se sugerir que dentre 0s
gatos positivos pelo teste citologico estavam circulantes as trés espécies de hemoplasmas mais
comumente observadas nas infeccbes de gatos, Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. No entanto, esta Gltima
somente foi identificada em animais coinfectados por M. haemofelis ou ‘Candidatus M.
haemominutum’, 0o que sugere que as estruturas epieritrociticas observadas nos esfregagos
sanguineos ndo correspondem a ‘Candidatus M. turicensis’, mas sim a outra espécie
identificada no mesmo animal. Em estudo realizado por Willi et al. (2011), ndo foram notadas
estruturas indicativas de ‘Candidatus M. turicensis’ em gatos sabidamente infectados pelo
agente, independente do método de preparacdo dos esfregacos sanguineos. Até o presente
momento, ‘Candidatus M. turicensis’ ndo foi identificado em esfregacos sanguineos de gatos
natural ou experimentalmente infectados, provavelmente, devido a baixa parasitemia deste
micro-organismo (WILLI et al., 2006). Logo, o diagndstico de hemoplasmose felina ndo deve
basear-se somente na deteccdo do hemoparasito em esfregacos sanguineos (WILLI et al.,
2011).

Embora a pesquisa direta seja comumente utilizada como técnica de diagndstico de
hemoplasmas em gatos no Brasil, o uso de ensaios moleculares como alternativa de
diagnostico tem aumentado a sensibilidade de deteccdo destes agentes na populacédo felina de
diferentes regides do Brasil (BIONDO et al., 2009). Neste estudo, por meio da qPCR, foi
detectada a presenca de hemoplasmas em 22,8% (45/197) dos gatos provenientes da regido
metropolitana no Rio de Janeiro. Destes, 21,3% eram provenientes da cidade do Rio de
Janeiro (17/197) e 23,9% (28/197) da Baixada Fluminense. A ndo distin¢do da ocorréncia de
hemoplasmas entre estas duas areas da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro demonstra a
distribuicdo homogénea do agente e, portanto, igual risco de infec¢do por hemoplasmas entre
0S gatos pertencentes a estas areas. Tal caracteristica de distribuicdo de infeccdo por
hemoplasmas também foi observada por Maia (2008) ao longo das regides centro-sul,
metropolitana e serrana do Rio de Janeiro.

A frequéncia de micoplasmas hemotroficos observada neste estudo assemelha-se aos
resultados obtidos por Santos (2008) e Aragdo-de-Sousa et al. (2013) utilizando PCR
convencional como ferramenta de diagndstico, nos quais o DNA de pelo menos um
hemoplasma foi detectado em 21,3% (79/371) e 19,9% (40/201) na populacdo dos gatos
amostrados em Porto Alegre e Belém, respectivamente. Bortoli et al. (2012), no entanto,
evidenciaram menor frequéncia de infeccdo em S&o Paulo, no qual 6,5% (3/46) dos gatos
aparentemente saudaveis submetidos a campanha de castracao gratuita mostraram-se positivos
para micoplasmas hemotroficos. Ainda em S&o Paulo, Hora (2008) observou ocorréncia de
hemoplasmas em 9,3% (25/270) dos felinos anémicos amostrados. Ambos os estudos
utilizaram PCR convencional como metodo de diagndstico. Frequéncia superior foi

47



evidenciada em estudo desenvolvido num Hospital Veterinario de Curitiba, no qual a
frequéncia de hemoplasmas foi de 56,7% em gatos anémicos (BAUMANN et al., 2006).

Estudos moleculares, baseados em PCR convencional, abordando a frequéncia de
Mycoplasma spp. na populacdo felina do Rio de Janeiro evidenciaram niveis de infecgdo
inferiores ao obtido no presente estudo. Macieira (2008) evidenciou frequéncia de 12,1%
(18/149) em amostras obtidas de clinica veterinéria especializada em felinos na zona sul do
Rio de Janeiro, assim como Maia (2008) reportou infeccdo em 14% (29/207) dos gatos
amostrados provenientes das Regides Metropolitana, Centro-Sul e Serrana do estado do Rio
de Janeiro. A diferenca observada entre os estudos acima citados e o trabalho aqui redigido
provavelmente é secundéria a dois fatores associados ou ndo entre si, sendo estes as distintas
técnicas moleculares utilizadas e/ou amostragem diferenciada. A PCR em tempo real,
ferramenta utilizada para determinacdo da ocorréncia geral de hemoplasmas no presente
estudo, tem como caracteristica a maior sensibilidade de deteccdo de patdgenos quando
comparadas a PCR convencional (GARY et al., 2006; TASKER, 2010; VEIR; LAPPIN,
2010). Por meio da PCR em tempo real, espécies de hemoplasmas podem ser detectadas um
dia apos a infeccdo (TASKER; LAPPIN, 2006).

Ensaios moleculares baseados nas reacdes de PCR convencional e qPCR tém sido
utilizados mundialmente no diagnéstico de infeccdo por micoplasmas hemotroficos, com
frequéncia de infeccdo variando entre 4% a 52,5% (CRIADO-FORNELIO et al., 2003;
KEWISH et al., 2004; LOBETTI; TASKER, 2004; NIBBLETT et al., 2004; TASKER et al.,
2004; BAUMANN et al., 2006; LAPPIN et al., 2006; ISHAK et al., 2007; PETERS et al.,
2008; GENTILINI et al., 2009; JUVET et al., 2010; MAHER et al., 2010; ROURA et al.,
2010; BENETT et al., 2011; STOJANOVIC; FOLEY, 2011; ASSARASAKON et al., 2012;
JENKINS et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ., 2013). A prevaléncia de hemoplasmas, bem
como das espécies infectantes variam, adicionalmente, em funcdo da categoria das amostras
estudadas — gatos anémicos ou ndo, gatos errantes, domiciliados ou de abrigo. Em
amostragens por conveniéncia, ou seja, sem predilecdo por qualquer categoria, 0s niveis de
infecgdo variam entre 18,9% a 43,4%, com predominio da espécie ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (TASKER et al., 2004; LAPPIN et al., 2006; GENTILINI et al., 2009;
MARTINEZ-DIAZ et al., 2013). Em estudos com gatos doentes e anémicos, as prevaléncias
variam de 11,2% a 52,5%, nos quais, Mycoplasma haemofelis é o principal hemoplasma
observado em gatos doentes/anémicos quando comparado aos gatos sadios/ndo anémicos
(CRIADO-FORNELIO et al., 2003; KEWISH et al., 2004; WILLI et al., 2006; ISHAK et al.,
2007).

Em nosso estudo, a frequéncia das espécies infectantes foi de 4,6% (9/197), 4,6%
(9/197) e 11,7% (23/197) para Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’e ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, respectivamente. Constatou-se maior
distribuicdo de gatos positivos para as espécies ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ no municipio do Rio de Janeiro quando comparado a
Baixada Fluminense (p>0,05). No entanto, a infecgdo por Mycoplasma haemofelis foi maior
na Baixada Fluminense (6,8%), area na qual os gatos apresentaram chance cinco vezes maior
risco de infecgdo do que os gatos do Rio de Janeiro (1,3%) (p>0,05). Uma vez que dados
inerentes ao animal ndo foram obtidos neste estudo, pouco se pode supor a respeito dos
fatores relacionados a este achado. Entretanto, dispondo da informagcdo de que os
micoplasmas hemotrdficos sdo micro-organismos oportunistas e que a espécie Mycoplasma
haemofelis é dita na literatura como a mais patogénica, suspeita-se que a frequéncia deste
agente nos gatos da Baixada Fluminense esteja relacionada a alguma doenca debilitante como
as retroviroses ou neoplasias, ao descuido no manejo e criagéo destes animais ou ainda, que
estes animais estivessem de fato com micoplasmose clinica. ‘Candidatus M. haemominutum’
representa a espécie de hemoplasma de maior ocorréncia na populacdo de gatos amostrados,
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seguidos por igual ocorréncia de ‘Candidatus M. turicensis’ e M. haemofelis. No Brasil, a
maioria dos estudos previamente realizados demonstrou ser Candidatus M. haemominutum’ a
espécie de maior ocorréncia no pais (MACIEIRA, 2008; MAIA, 2008; SANTOS, 2008;
BORTOLLI et al., 2012; BRAGA et al., 2012; MICELLI et al., 2013). No entanto, em estudos
em que a populacdo estudada ndo é escolhida por conveniéncia, a espécie infectante
predominante pode variar em funcdo do grau de patogenicidade entre os micoplasmas
hemotréficos. Baumann et al. (2006) e Hora (2008) demonstraram ser M. haemofelis a espécie
de maior ocorréncia dentre a populagdo de felinos domésticos anémicos. Aragdo-de-Sousa et
al. (2013), por outro lado, observou ‘Candidatus M. turicensis com maior frequéncia na
populacdo de gatos amostrados no Para. O presente estudo é o primeiro a detectar
‘Candidatus M. turicensis’ em gatos naturalmente infectados no estado do Rio de Janeiro.
Coinfecgdes entre ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis (1%),
‘Candidatus M. turicensis’ ¢ M. haemofelis (0,5%) e ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus M. turicensis’ (0,5%), assim como coinfeccédo tripla em um gato (0,5%) foram
observadas nos gatos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. A ocorréncia de coinfeccdo
por duas ou mais espécies de hemoplasmas é um evento pouco comum na literatura cujos
valores geralmente sdo baixos, corroborando aos nossos achados. No Brasil, coinfeccdo entre
‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis, ‘Candidatus M. turicensis’ ¢ M. haemofelis
e ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ ‘Candidatus M. turicensis’ ja foram descritas, com
variacdo de 2% a 12,5% (MACIEIRA, 2008; BORTOLI et al., 2012; BRAGA et al., 2012;
ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013) ou mesmo ausentes (HORA, 2008; MAIA, 2008).
Coinfeccdo entre ‘Candidatus M. haemominutum’ e M. haemofelis é a mesma frequentemente
observada no Brasil. Até o presente momento, coinfeccdo tripla em felinos domésticos so
havia sido reportada em Porto Alegre (SANTOS, 2008). Este estudo representa, portanto, a
primeira deteccdo de coinfeccdo pelas trés espécies de hemoplasmas mais comumente
reportadas na literatura em gato naturalmente infectado na regido metropolitana do Rio de
Janeiro, animal este que ndo apresentou qualquer alteragdo hematoldgica. Mundialmente, ja
foram observadas coinfec¢des dupla, tripla e quadrupla (TASKER et al., 2004; LAPPIN et al.,
2006; WILLI et al., 2006; ISHAK et al., 2007; PETERS et al., 2008; GENTILINI et al., 2009;
JUVET et al., 2010; MAHER et al., 2010; ROURA et al., 2010; JENKINS et al., 2013;
MARTINEZ-DIAZ., 2013). A coinfec¢do quadrupla foi identificada em gato coparasitado por
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’, ‘Candidatus M. haematoparvum’
e ‘Candidatus M. turicensis’ em Portugal (MARTINEZ-DIAZ et al., 2013). No presente
estudo, as amostras de gatos positivas ha PCR em tempo real para Mycoplasma spp. foram
submetidas sequencialmente a PCR convencional espécie especifica para determinagdo de
espécie de hemoplasma infectante. No entanto, treze gatos positivos na triagem para
Mycoplasma spp. ndo foram positivos para quaisquer das espécies de hemoplasmas quando
submetidos a PCR convencional, tal fato pode estar relacionado ao diferente limiar de
deteccdo das técnicas gPCR e cPCR ou a circulacdo de outra espécie de hemoplasma.
Observou-se que a frequéncia de gatos positivos para hemoplasmas foi maior no verao
(p<0,05). No que concerne as espécies infectantes, ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M.
haemofelis demonstraram picos maiores de infeccdo durante o verdo. Ja ‘Candidatus M.
turicensis’ apresentou pico de infec¢dao durante o inverno (p>0,05). Embora ndo tenha sido
um dos objetivos deste trabalho, uma vez que as amostras foram obtidas de laboratorio
comercial, tais dados sugerem que ocorra distribuicdo heterogénea das infeccbes por
micoplasmas hemotroficos ao longo do ano. Na literatura sdo escassos 0s estudos
epidemioldgicos a respeito da distribuicdo sazonal de micoplasmas hemotréficos. No entanto,
Gentilini et al. (2009), em estudo realizado na Itdlia, observaram significativamente maior
prevaléncia de infeccdo no verdo (29,3%) em relacdo a estacdo de outono (8,5%). Tais
observagdes sdo consistentes com a hipotese de que uma das formas naturais de transmissao
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de hemoplasmas seja por intermédio de artropodes vetores. A pulga Ctenocephalides felis é o
principal ectoparasita incriminado na transmissdo de micoplasmas hemotréficos em felinos
mundialmente, principalmente por ser o ectoparasito encontrado com maior frequéncia
parasitando estes animais (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007; TASKER, 2010). Nos
EUA, pulgas C. felis foram encontradas parasitando animais em todas as estacdes do ano, no
entanto, aparecem mais abundantemente nos meses mais quentes (MAIN, 1970). Amotras de
DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’, M. haemofelis e ‘Candidatus M. turicensis’ ja
foram detectados em pulgas e suas fezes (SHAW et al., 2004; WOODS et al., 2005; LAPPIN
et al., 2006; HORNOK et al., 2010; ASSARASAKORN et al., 2012). No entanto, a
transmissdo via repasto sanguineo destes artropodes nos hospedeiros ainda ndo esta
totalmente comprovada e elucidada. Amostras de DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ e
M. haemofelis também ja foram detectadas em carrapatos Rhipicephalus sanguineus, sendo
este, portanto, também incriminado na transmissdo destes agentes (FYUMAGWA et al.,
2008). Hornok et al. (2010), por outro lado, sugere que carrapatos ndo desempenham
importante papel na transmissdo de hemoplasmas. No presente estudo, ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’ demonstrou pico de infecgdo no inverno, periodo este pouco
favoravel a proliferacéo de artropodes vetores. No entanto, vale ressaltar que o Rio de Janeiro
apresenta clima tropical com estagdo chuvosa bem caracterizada durante o verdo e estacio
seca, com temperaturas amenas, durante o inverno. No inverno de 2012, no entanto, as
temperaturas médias se apresentaram ligeiramente acima da média climatoldgica normal para
o0 periodo segundo relatério emitido pelo projeto MonitorAr-Rio, sendo tal observacédo
associada a permanéncia de massas de ar quente sobre a regido apds prolongado periodo de
estiagem (MONITORAR-RIO, 2012).

Assimilando esta observacdo ao fato de que a infeccdo por hemoplasmas ja foi
observada na auséncia de vetores (TASKER, 2010), pode-se sugerir que existam outras
formas de infecgdo. Aliado ao fato de que ‘Candidatus M. haemominutum’, ‘Candidatus M.
turicensis’ e M .haemofelis ja tenham sido detectados em saliva, glandulas salivares e fezes de
gatos (DEAN et al., 2008; MUSEUX et al., 2009; TASKER, 2010), a transmissdo direta de
hemoplasmas via interacGes agressivas constitui uma forma alternativa de transmissao, assim
como via transfusdo sanguinea e transplacentaria (ALMOSNY, 2002; GARY et al., 2006;
WILLI et al., 2006).

A hematologia tem sido utilizada amplamente com a finalidade de obter informacdes
acerca de doencas que acometem uma ampla variedade de animais domésticos para facilitar e
direcionar o diagndstico clinico. Os resultados das analises hematoldgicas foram avaliados
por dois métodos estatisticos, pela média obtida dos parametros hematolégicos entre os
grupos positivo e negativo e pela frequéncia das alteragdes hematoldgicas nos respectivos
grupos, no intuito de evidenciar toda e qualquer alteracdo associada a enfermidade. No que
diz respeito as alteracfes hematoldgicas associadas a infecgdo por hemoplasmas em geral
(Mycoplasma spp.), somente o indice hematimétrico CHGM diminuido, o qual confere a
classificacdo da anemia em hipocrdmica segundo a concentracdo de hemoglobina, apresentou
associacdo a micoplasmose felina. Os indices hematimétricos CHGM e VGM constituem
indicadores referentes a concentragdo de hemoglobina e volume de eritrocitos utilizados na
classificacdo das anemias (TVEDTEN, 2010). Partindo do principio de que n&o foi constatada
a associacao de anemia a infeccdo geral por hemoplasmas neste estudo (p>0,05), a avaliacéo
dos indices hematimétricos torna-se desnecessaria. Embora a anemia seja uma alteracéo
hematologica associada clinicamente a gatos suspeitos de infeccdo por hemoplasmas, muitos
estudos falharam na associacdo desta alteracdo a enfermidade (WILLI et al., 2006; ISHAK et
al., 2007; GENTILINI et al., 2009; MAHER et al., 2010; NIBBLETT et al., 2010; JENKINS
et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ et al. 2013). No entanto, Kewish et al. (2004) conseguiram
comprovar esta associa¢do, na qual 72,2% e 36,4% de gatos anémicos suspeitos ou ndo de
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micoplasmose foram comprovadamente positivos para Mycoplasma spp., confrontando aos
10% de gatos saudaveis positivos. Santos (2008) também observou associacéo entre anemia e
micoplasmose felina. Nem todos os gatos infectados desenvolvem anemia clinicamente, na
verdade, a maioria destes sobrevive a infeccdo sem antibioticoterapia e a infeccdo pode
persistir por meses em gatos tratados ou ndo (ISHAK et al., 2007). Estes gatos assintomaticos
constituem, portanto, fontes de infecgéo a gatos sadios.

No que concerne as alteraces hematologicas secundarias a infeccdo por Mycoplasma
haemofelis, foi possivel observar que este agente promoveu alteragdes no eritrograma,
leucograma e complementos. Anemia foi observada em 66,7% dos gatos naturalmente
infectados por M. haemofelis na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, com hematocrito
variando de 9 a 23%. Alteracdo esta predominantemente do tipo macrocitica hipocrémica,
indicando anemia regenerativa com hemacias jovens ndo totalmente hemoglobinizadas. A
anemia € um achado comum em animais infectados por hemoplasmas, principalmente M.
haemofelis (HARVEY, 2006). Corroborando aos nossos achados, Hora (2008) observou
associacdo de anemia e VGM aumentado a infeccdo por M. haemofelis. De modo semelhante,
Kewish et al. (2004) evidenciaram ser M. haemofelis a espécie mais prevalente em gatos com
anemia regenerativa (66%). Criado-Fornelio et al. (2003) observou predominantemente M.
haemofelis em gatos com suspeita clinica de micoplasmose felina. Estas observagdes
evidenciam o carater regenerativo da anemia causada por esta espécie em particular, bem
como o potencial patogénico deste agente. Willi et al. (2006) e Macieira (2008), no entanto,
ndo encontraram correlacdo entre anemia e infeccdo por este hemoplasma. No presente
estudo, as alteragbes linfocitose, trombocitopenia e presenca de mondcitos ativados a
macrofagos também foram associadas estatisticamente a infeccdo por M. haemofelis. No
entanto, parte destas alteracBes provavelmente estd relacionada a outras causas, visto que
alteracdes em contagens de plaquetas e leucdcitos ndo sdo consistentes com infeccGes por
hemoplasmas (SYKES, 2003; TASKER, 2004). Hora (2008) também observou associacdo
entre trombocitopenia e infeccdo por este hemoplasma. Criado-Fornelio et al. (2003)
observaram trombocitopenia em 44% dos gatos amostrados. Braddock et al. (2004), no
entanto, ndo observaram tal alteragdo em nenhum dos hemogramas realizados durante
monitoramento por 30 dias de felino infectado naturalmente por M. haemofelis. Corrobora o
presente estudo, deste modo, aos dados na literatura de que a contagem de plaqueta ndo €
afetada na micoplasmose felina (TASKER, 2004; MACIEIRA, 2008). No presente estudo,
acredita-se que a alteracdo observada ndo esteja relacionada de fato a infeccdo por este
hemoplasma e que possivelmente se trata de pseudotrombocitopenia, alteracdo que é
frequentemente observada em amostras de sangue de gatos em decorréncia de agregacéo
plaquetaria secundaria a coleta dificultosa (RUSSELL, 2010). Linfocitose também
corresponde a uma alteragdo corriqueiramente observada em amostras de felinos, sendo,
possivelmente secundaria ao ato da coleta propriamente dito. Em gatos, a linfocitose
geralmente é fisioldgica mediada por acdo de catecolaminas, entretanto, cronicidade,
convalescéncia ou leucemia linfocitica também podem gerar este achado (VALENCIANO et
al., 2010). Embora ndo tenha sido observada monocitose associada a infeccdo por
Mycoplasma haemofelis, mondcitos ativados a macréfagos foram observados com frequéncia
em esfregacos sanguineos e consistentemente associados a infec¢do por esta especie de
hemoplasma. Segundo Harvey & Gaskin (1977), presenca de mondcitos ativados, bem como,
monocitose e eritrofagocitose sdo comuns na fase aguda de infeccao.

Os gatos parasitados somente por ‘Candidatus M. haemominutum’ ou ‘Candidatus M.
turicensis’ apresentaram anemia discreta a moderada, com hematocrito variando de 16% a
21%. Anemia severa (hematocrito < 13%) somente foi observada em felinos coinfectados por
M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’. Nos gatos anémicos e positivos para estas
espécies de hemoplasmas houve predominio de anemia arregenerativa do tipo normocitica
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normocrémica. No entanto, nenhuma alteracdo hematologica, inclusive anemia, foi associada
a infeccdo por ‘Candidatus M. haemominutum’ ou ‘Candidatus M. turicensis’. Tal fato
associado aos achados laboratoriais na infeccdo por M. haemofelis confirma a distinta
patogenicidade das espécies de micoplasmas hemotréficos relatada na literatura, onde
‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’ sS40 consideradas espécies
menos patogénicas (FOLEY et al., 1998; HARVEY, 2006; TASKER, 2010; ARAGAO-DE-
SOUSA et al., 2013). Infeccdo causada somente por ‘Candidatus M. haemominutum’ ou
‘Candidatus M. turicensis’ ndo cursa frequentemente com anemia significativa.
Adicionalmente, acredita-se que cofatores como as retroviroses, coinfeccdo por hemoplasmas
e doencas concomitantes possam estar envolvidos no desenvolvimento e agravamento dos
sinais clinicos (WILLI et al. 2006; MACIEIRA, 2008; PETERS et al., 2008; HAGIWARA,
2009; TASKER, 2010). Tal correlacdo foi observada no presente estudo, visto que, alguns
gatos coparasitados por hemoplasmas apresentaram alteracfes laboratoriais com maior grau
de severidade quando comparados aqueles com infeccdo por um Unico hemoplasma. Neste
estudo, o ‘status’ de retroviroses ndo foi investigado, o que inviabiliza a associacdo de
coinfeccdo por hemoplasmas & anemia arregenerativa evidenciada. No entanto, esta
correlacdo ja foi reportada na literatura (VILLERS, 2005; HORA, 2008). Hiperproteinemia
foi observada com maior frequéncia em gatos negativos na infec¢do por ‘Candidatus M.
turicensis’, 0 que indica que este parametro ndo apresenta correlacdo a infeccdo por
hemoplasmas, conforme relatado por Macieira (2008).

Com relacdo aos fatores associados, a infeccdo por hemoplasmas em geral
(Mycoplasma spp.) apresentou associagdo significativa com o género (p=0,0053), no qual os
gatos machos apresentaram-se duas vezes mais propensos a infeccdo do que as fémeas. Tal
correlacdo positiva também foi observada nas infeccdes por M . haemofelis (p=0,0006) e
‘Candidatus M. haemominutum’ (p=0,0065), de modo que somente machos foram positivos
para M. haemofelis e aqueles positivos para ‘Candidatus M. haemominutum’ apresentaram-se
quatro vezes mais expostos a infeccdo do que as fémeas. ‘Candidatus M. turicensis’, por
outro lado, ndo demonstrou associacdo do género a infeccdo, embora os machos tenham
apresentado duas vezes mais chances de infeccdo do que as fémeas. Tais observacdes podem
ser justificadas pelo comportamento dos machos de acesso a rua, principalmente daqueles ndo
castrados, o que confere maior exposicao aos artrépodes vetores e brigas resultando em maior
probabilidade de infeccdo (HARRUS; BANETH, 2005). Neste estudo, as variaveis idade e
raca ndo apresentaram correlacdo positiva as infec¢fes por quaisquer dos agentes. No entanto,
foi observada maior frequéncia de gatos adultos positivos nas infeccGes por Mycoplasma spp.,
M. haemofelis ¢ ‘Candidatus M. haemominutum’; portanto, estes representam a classe de
maior risco de infecgdo por estes agentes. ‘Candidatus M. turicensis’, contraditoriamente, foi
observado com maior frequéncia parasitando filhotes, fato provavelmente relacionado ao
reduzido nimero de animais positivos. Com relacdo a varidvel raca, gatos com raga definida
apresentaram maior susceptibilidade a infeccdo por M. haemofelis ¢ ‘Candidatus M.
haemominutum’, principalmente. Hora (2008) ndo observou correlacdo estatistica entre idade,
raca e positividade para os M. haemofelis, entretanto, a maior frequéncia em machos foi
observada corroborando aos nossos achados. Santos (2008) evidenciou associagdo de infecgéo
por hemoplasma a gatos machos e com acesso a rua. Tais dados enfatizam a hipdtese de
transmissédo direta destes agentes entre os gatos. Willi et al. (2006), Santos (2008) e Aragéo-
de-Sousa et al. (2013) evidenciaram a susceptibilidade de machos a infecgao por ‘Candidatus
M. haemominutum’. Aliando estes achados & deteccdo prévia de hemoplasmas em saliva,
glandulas salivares, mucosa oral e fezes de gatos (DEAN et al., 2008; MUSEUX et al., 2009;
TASKER, 2010; BENNETT et al., 2011), € reforgada a proposta de transmisséo direto destes
agentes por meio de interacGes agressivas entre gatos machos. Milken et al. (2002), no
entanto, ndo associaram a infec¢do por hemoplasmas a gatos machos.
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Estudos mundiais prévios sugerem que os fatores idade, sexo e raca nao sdo
predisponentes a infeccdo por hemoplasmas (GENTILINI et al., 2009; JUVET et al., 2010;
NIBBLETT et al., 2010; ASSARASAKORN et al., 2012; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013).
Outros, no entanto, comprovam tais associacdes (TASKER et al., 2004; MAHER et al., 2010;
ROURA et al., 2010; STOJANOVIC; FOLEY, 2011; JENKINS et al., 2013). Embora
diversos estudos tenham associado infeccBes por FIV e/ou FeLV a susceptibilidade a
hemoplasmose (HORA, 2008; MACIEIRA, 2008; GENTILINI et al., 2009; ROURA et al.,
2010 JENKINS et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013) , tal investigacdo ndo foi
realizada no presente estudo.

5.2 Cytauxzoon felis

Estruturas sugestivas de infeccdo por piroplasmas foram observadas em 1,0% (2/197)
das amostras analisadas por citologia de esfregaco sanguineo. Por outro lado, nenhuma
amostra foi positiva para Cytauxzoon felis por meio da PCR convencional. De modo
semelhante, Maia (2008) observou baixa ocorréncia de piroplasmas em gatos do Rio de
Janeiro, com apenas um gato positivo (0,48%) por citologia de esfregaco sanguineo. Em
contrapartida, Mendes-de-Almeida et al. (2007) observaram crescente infec¢do por
piroplasmas (15,8% a 48,5%) em gatos errantes assintométicos do zoolégico do Rio de
Janeiro. Utilizando esta mesma técnica, Suliman (2009) e Carli et al. (2012) observaram
prevaléncia de 22% e 23,8% em Mosul e Itdlia, respectivamente. Vale ressaltar a
impossibilidade de diferenciacdo de formas de C. felis, Theileria spp. e Babesia spp. por meio
de citologia (MEINKOTH; KOCAN, 2005), de modo que, os estudos de elevada ocorréncia
do agente em questao, estdo, provavelmente superestimando a presenca deste piroplasma. Por
este fato, denota-se a importancia do diagnostico molecular para este agente. Utilizando a
técnica de PCR como diagnostico, Maia (2008) evidenciou infeccdo de C. felis em 0,48% dos
gatos amostrados. Na Itélia, Carli et al. (2012) detectaram DNA de C. felis em 9,6% e 30,2%
dos gatos domiciliados e errantes, respectivamente. Nos EUA, a prevaléncia observada em
gatos errantes foi de 0,3% (HABER et al., 2007) e em gatos domiciliados com suspeita de
citauxzoonose houve variacdo de 1% a 30,3% (REICHARD et al., 2008; BROWN et al.,
2010). Extrapolando esta andlise para gatos sintomaticos a prevaléncia de C. felis foi de
93,4% a 100% (BIRKENHEUER et al., 2006; BROWN et al., 2009). No presente estudo foi
observada coinfec¢do por piroplasma e hemoplasma em um animal amostrado, conforme
observado por Maia et al. (2013).

Até o presente momento, casos esporadicos de citauxzoonose foram reportados no
Brasil. A identificagdo de C. felis em felideos selvagens se iniciou no final da década de 90 e
se estende até os dias de hoje (PEIXOTO et al., 1999; SOARES, 1999a; SOARES, 1999b;
SOARES et al., 2004; PEIXOTO et al., 2007; ANDRE et al., 2009; FILONI et al., 2012). Ja
em gatos naturalmente infectados, DNA de Cytauxzoon felis foi identificado pela primeira vez
no Brasil e America do Sul em 2008 (MAIA, 2008). Estudos baseados no diagndstico
molecular de C. felis demonstram que a prevaléncia mundial deste agente varia de 0,3% a
93,4% (HABER et al., 2007; REICHARD et al., 2008; BROWN et al., 2009; BROWN et al.,
2010; CARLI et al., 2012). Tamanha discrepancia € resultante de caracteristicas climaticas
diversas, da distribuicdo do carrapato vetor e categoria de populacdo estudada. C. felis ¢
endémico nos EUA, pais no qual os carrapatos com competéncia vetorial sdo D. variabilis e
A. americanum (BLOUIN et al., 1984; REICHARD et al., 2009). No Brasil, no entanto, os
artropodes vetores sdo desconhecidos. André et al. (2009) ndo detectaram DNA de C. felis em
pulgas que foram encontradas parasitando os felideos selvagens infectados. Mendes-de-
Almeida et al. (2007) evidenciaram carrapatos Rhipicephalus sanguineus parasitando gatos
errantes do zoologico do Rio de Janeiro, no entanto, a presenca de C. felis ndo foi investigada
nestes ixodideos. A epidemiologia de citauxzoonose no Brasil ainda é incerta. Estudos futuros
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devem ser realizados no intuito de definir os possiveis artrépodes vetores, o papel dos felinos
domesticos e selvagens na ocorréncia da doenca, bem como identificar demais rotas de
transmissao, caso estas existam.
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6 CONCLUSOES

A micoplasmose felina é frequente na populacdo de gatos do Rio de Janeiro, na qual estdo
inseridas as seguintes espécies infectantes: Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ ¢ ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’;

‘Candidatus M. haemominutum € a espécie de maior ocorréncia na populacéo felina da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro;

Mycoplasma haemofelis € a espécie mais patogénica, cujas alteracbes hematoldgicas
secundarias a infeccdo correspondem a anemia predominantemente macrocitica
hipocrémica, linfocitose, trombocitopenia e presenga de mondcitos ativados a macréfagos;
Gatos machos estdo mais propensos a infec¢do por ‘Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’;

Piroplasmas, ainda que em baixa ocorréncia, circulam na populacdo de gatos amostrados
no Rio de Janeiro.
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