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RESUMO

MICOPLASMAS HEMOTROPICOS EM FELINOS DOMESTICOS NA CIDADE DE
SANTA MARIA, RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

AUTORA: Leticia dos Santos Petry
ORIENTADORA: Sonia Terezinha dos Anjos Lopes

A anemia infecciosa felina € uma doenca causada por bactérias pertencentes ao género
Mycoplasma, que compreendem um grupo distinto, pois sdo encontradas aderidas a superficie
dos eritrocitos, no entanto, sdo incapazes de romper a membrana celular. Sdo conhecidas como
hemoplasmas ou micoplasmas hemotropicos. Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, SA0 as eSpéecies capazes
de infectar felinos domésticos. A infeccdo pelos hemoplasmas estd presente em quase todos
continentes, exceto na Antartida. A doenca pode variar de uma forma assintomatica a grave e
fatal, dependendo da espécie envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro. A principal forma
de diagnostico da infec¢do € através da reagdo em cadeia do polimerase (PCR), método bastante
sensivel e especifico. O objetivo deste trabalho foi verificar a frequéncia da infec¢do por
hemoplasmas felinos na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil e, também analisar
o0s parametros hematologicos dos animais positivos, assim como o sexo e a idade. Dessa forma,
foram analisadas 192 amostras de sangue de felinos domésticos provenientes do Laboratoério de
Analises Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de Santa Maria (LACVet- UFSM).
Hemograma, extracdo de DNA e PCR, para as trés espécies de hemoplasmas supracitadas,
foram realizados, bem como a analise do historico clinico, sexo e idade. A frequéncia total de
micoplasmas hemotrdpicos encontrada foi de 14,6%, sendo que, 7,83% foram positivos para
‘Candidatus M. haemominutum’, 4,17% para Mycoplasma haemofelis, 1,56% para
‘Candidatus M. turicensis’, 0,52% para ‘Candidatus M. haemominutum’’ e Mycoplasma
haemofelis e 0,52% para ‘Candidatus M. turicensis’ e ‘Candidatus M. haemominutum’ .
Quanto ao sexo 10,95% de amostras infectadas eram de machos, enquanto que 3,65% eram de
fémeas. Os animais até quatro anos de idade foram mais acometidos pela infec¢do do que os
felinos mais velhos e, apenas 3 animais apresentaram anemia, ndo foram observadas alteracdes
no leucograma dos animais positivos. Sendo assim, foi possivel verificar que a infec¢do causada
por estes organismos esta presente na cidade de Santa Maria e, que o ‘Candidatus M.
haemominutum’’ € a espécie mais frequente associada a infecc¢éo, além disso, os felinos machos
e jovens sdo mais acometidos.

Palavras-chave: Mycoplasma haemofelis. ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’.
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. Anemia. Rea¢do em cadeia da polimerase.



ABSTRACT

HEMOTROPHIC MYCOPLASMAS IN DOMESTIC CATS IN THE CITY OF SANTA
MARIA, RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL

AUTHOR: Leticia dos Santos Petry
ADVISOR: Sonia Terezinha dos Anjos Lopes

Feline infectious anemia is a disease caused by bacteria belonging to the genus Mycoplasma,
comprising a different group since they are found attached to the surface of erythrocytes,
however, are unable to break the cell membrane. They are known as hemoplasmas or
mycoplasma  Hemotrophic.  Mycoplasma  haemofelis,  ‘Candidatus =~ Mycoplasma
haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, are species capable of infecting
domestic cats. Infection by hemoplasmas is present in almost all continents except Antarctica.
The disease can vary from asymptomatic to severe and fatal form, depending upon the species
involved and host susceptibility. The main tool for diagnosing the infection is by polymerase
chain reaction (PCR), highly sensitive and specific method. The objective of this study was to
determine the frequency of infection hemoplasmas cats in the city of Santa Maria, Rio Grande
do Sul, Brazil, and also analyze the hematological parameters of positive animals, as well as
sex and age. Thus, it analyzed 192 blood samples from domestic cats from the Laboratory of
Analyzes Clinics Veterinaries at Universidade Federal de Santa Maria (LACVet-UFSM). CBC,
DNA extraction and PCR for the three species hemoplasmas above were performed, and the
analysis of the medical history, age and sex. The overall frequency of Hemotrophic
mycoplasmas found was 14.6%, and, 7.83% were positive for ‘Candidatus M.
haemominutum’’, 4.17% for Mycoplasma haemofelis, 1.56% for ‘Candidatus M. turicensis’,
0.52% for ‘Candidatus M. haemominutum’’ and Mycoplasma haemofelis and 0.52% for
‘Candidatus M. turicensis’ and ‘Candidatus M. haemominutum’’. The sex 10.95% of infected
samples were males, while 3.65% were females. The animals up to four years of age were most
affected by the infection than older cats and only 3 animals had anemia, there were no changes
in white blood cell count of positive animals. Thus, it observed that the infection caused by
these organisms is present in the city of Santa Maria and the ‘Candidatus M. haemominutum’’
is the most common species associated with infection, in addition, males and young cats are
most affected.

Keywords: Mycoplasma haemofelis. ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’. ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’. Anemia. Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

A anemia infecciosa felina (AIF) é uma doenca de patogenicidade variavel, causada por
bactérias do género Mycoplasma, pertencentes a classe dos Mollicutes, ordem
Mycoplasmatales e familia Micoplasmataceae. As espécies que infectam felinos domésticos
representam um grupo distinto de bactérias, pois sdo encontradas associadas a superficie das
hemécias, sendo denominadas de hemoplasmas ou micoplasmas hemotrépicos (MESSICK,
2004; HARVEY, 2006). Descrito pela primeira vez em 1942, na Africa do Sul, o organismo
causador da AIF, foi inicialmente nomeado como Eperythrozoon felis, contudo, em 1955,
através de avaliacdes morfologicas foi sugerido que este organismo fosse reclassificado, sendo
chamado de Haemobartonella felis (CLARK, 1942; FLINT, et al., 1959).

Entretanto, caracteristicas como auséncia de parede celular, flagelos e parasitismo
intracelular, além do pequeno tamanho e resisténcia a penicilina e susceptibilidade a
tetraciclinas levantavam a suspeita de que este organismo estaria ligado a classe dos Mollicutes.
Assim, através de estudos moleculares do gene 16S que codifica 0 RNA ribossémico (16S
rRNA) observou-se a estreita similaridade destes organismos com 0s micoplasmas e, desta
forma, Haemobartonella felis foi renomeada como Mycoplasma haemofelis (NEIMARK, et al.,
2001; BERENT; MESSICK, 2003; TASKER et al., 2003b).

No estado da Califérnia, Estados Unidos, outro organismo epieritrocitério foi detectado em
um gato infectado pelo virus da leucemia felina (FeLV). No entanto, este organismo
apresentava menor tamanho e patogenicidade quando comparado ao Mycoplasma haemofelis,
sendo inicialmente referido como cepa Califéornia ou forma pequena de H. felis e,
posteriormente denominado como ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (FOLEY et al.,
1998). Em 2005, Willi e colaboradores relataram uma terceira espécie, nomeada como
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. Esta foi identificada através de técnicas moleculares, uma
vez que, o diagndstico por avaliacdo citologica do esfregaco sanguineo ndo foi possivel. O
termo Candidatus indica designacéo proviséria, uma vez que, estes organismos ainda ndo foram
completamente descritos (MESSICK; HARVEY, 2011).

Peters e colaboradores (2008), atraves das sequencias do gene 16S rRNA e o Ribonuclease
P (RNAse P) modificaram as arvores filogenéticas, até entdo conhecidas. Os hemoplasmas
foram realocados em um Unico grupo, proximo ao Mycoplasma fastidiosum, dividido em:

Grupo haemominutum, que inclui, dentre outras espécies, 0 M. haemominutum, M.
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haematoparvum, M. suis e o Grupo haemofelis: M. haemofelis, C.M. turicensis, M. haemocanis
e M. coccoides (Figura 1).

Figura 1- Arvore filogenética dos micoplasmas baseada no gene 16S rRNA.
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Fonte: (Peters et al., 2008).

Os hemoplasmas sdo parasitos obrigatorios devido a auséncia de vias metabolicas
essenciais, sendo dependentes dos nutrientes da célula hospedeira para sobrevivéncia. Estas
bactérias possuem didmetro variando de 0,2 a 0,5 um e apesar de ndo apresentarem parede

celular estdo geneticamente relacionadas as bactérias gram-positivas, a partir das quais
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evoluiram geneticamente por reducdo, levando a perda de muitos genes e por isso comportam-
se como organismos gram-negativos (BROWN, 2011).

Os micoplasmas sdo altamente pleomorficos (Figura 2), podendo ser visualizados como
cocos, cocobacilos ou hastes e, ainda isolados, dispostos em pares ou agrupados como correntes
epicelulares que ndo invadem os eritrocitos. Além disso, por meio da microscopia eletronica
(Figuras 3 e 4) é possivel observar pontos intermitentes de contato destas bactérias com a
membrana eritrocitaria, ndo sendo observada erosdo da membrana celular, no entanto, a fixacéo
do hemoplasma gera distorcdo no formato da célula infectada (HARVEY, 2006). A reproducéo
destes parasitos ocorre através de fissdo binaria ou brotamento na superficie da hemacia. Estes
organismos possuem ribossomos e DNA dupla fita, contendo informacBes necessérias para
replicacdo, transcricdo e sintese proteica (BERENT; MESSICK, 2003). Até o0 momento, ndo se
obteve sucesso nas tentativas de cultivar estes organismos in vitro, assim, técnicas moleculares
sdo fundamentais para o estudo da AIF (MESSICK, 2004; PITCHER; NICHOLAS, 2004).

Figura 2- Esfregaco de sangue periférico com Mycoplasma haemofelis na superficie das hemacias (setas), corado
pelo método de Romanowsky (aumento de 1000x).

&> ? = = o '. ~ -
e eo o =
O ; &,‘2."?: 0-9, 0%

-t . #° 25N

Fonte: (A autora).

Figura 3- Fotomicrografia eletrénica de eritrdcitos infectados por Mycoplasma haemofelis (a, b), observa-se
organismos discoides com cerca de 0,5 um de didametro e, fissdo binéria na superficie da célula (seta). Barras
representam 1pm.

Fonte: (Willi et al. 2011).
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Figura 4- Fotomicrografia eletronica de eritrdcitos infectados por Mycoplasma haemofelis 10 dias ap6s a infecgédo
(a, b). Observam-se estruturas aderidas a superficie do eritrocito, mas que nao invadem a célula. Barras
representam 0,5um.

—a
Fonte: (Willi et al. 2011).

Embora a transmissdo dos hemoplasmas ainda seja pouco compreendida, sabe-se que
estes organismos podem ser transmitidos através de transfusdo sanguinea com sangue fresco ou
estocado, pois 0s micoplasmas hemotrépicos sdo capazes de sobreviver por até uma semana em
sangue armazenado (GARY et al., 2006; WILLI et al., 2006). Estudos antigos relatam a
transmissdo de hemoplasmas através da ingestdo de sangue contaminado, no volume de 2 a
5mL (FLINT et al., 1959), sendo que, trabalhos recentes tentaram reproduzir a infec¢cdo com
volumes menores de sangue ingerido e ndo obtiveram sucesso na tentativa de infecgéo
experimental com ‘Candidatus M. turicensis’ nos animais (MUSEUX et al., 2009). Este
organismo ja foi detectado atraves da PCR na saliva e fezes de felinos e, 'Candidatus M.
haemominutum’ foi detectado na saliva e glandula salivar de gatos experimentalmente
infectados (WILLI et al., 2007a; DEAN et al., 2008). Em animais com infeccdo natural foi
detectado a presenca de M. haemofelis isolado e em associacdo ao ‘Candidatus M.
haemominutum’ na mucosa oral (BENNETT et al., 2011). A inoculagéo oro-nasal e subcutanea
de saliva contaminada com ‘Candidatus M. turicensis’ nd0 levou a infeccdo nos gatos
receptores, obtendo-se positividade apenas com a inoculacdo subcutanea de sangue infectado
(MUSEUX et al., 2009). A transmissdo subcutdnea de pequenos volumes de sangue
contaminado com M. haemofelis também foi descrita, confirmando que o comportamento
agressivo dos felinos, com contato fisico através de arranhaduras e mordeduras, desempenha
papel na transmissdo dos hemoplasmas (MUSEUX et al., 2009; BAUMANN et al., 2013).

Pulgas tém sido implicadas na transmissdo dos micoplasmas hemotrépicos, ja tendo sido
detectado no seu interior DNA dos organismos responsaveis pela AlF, no entanto, este fato ja
era esperado devido aos habitos hemat6fagos das pulgas (WOOQODS et al., 2005; WILLI et al.,
2007b; KAMRANI et al., 2008). Porém, a infeccdo pelos hemoplasmas pode ser amplamente

difundida em locais onde ndo ha infestacdo por estes artropodes (JENSEN, 2001) e a tentativa
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de transmitir M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ a felinos através das pulgas
apresentou resultados falhos, pois apenas um animal dos 6 estudados apresentou PCR positiva
para M. haemofelis ndo desenvolvendo nenhum sinal clinico da doenca (WOODS et al., 2005).
Especula-se que moscas (Stomoxys calcitrans) e mosquitos (Aedes aegypti) também possam
estar envolvidos na transmissdao dos micoplasmas hemotrépicos (NEIMARK et al., 2001).
Além disso, os carrapatos sdo descritos como vetores potenciais dos hemoplasmas, ja tendo
sido detectado M. haemofelis em carrapatos do género Ixodes na Europa e ‘Candidatus M.
haemominutum’ no Japdo (SCHABEREITER-GURTNER et al., 2003; TAROURA et al.,
2005). Contudo, um estudo que examinou aproximadamente 2.000 carrapatos (Ixodes spp.) na
Suica ndo comprovou esta hipétese (WILLI et al., 2007; WILLI et al., 2010) e muitas infeccbes
sdo descritas em areas mesmo com populacdo minima de carrapato (SYKES et al., 2007). No
entanto, a variacdo na prevaléncia da infeccdo em diferentes regiées do mundo corrobora com
a hipotese de que os artropodes atuem como vetores dos hemoplasmas. Ainda, a grande
semelhanca entre os micoplasmas hemotrdpicos encontrados em felinos domésticos e selvagens
sugere que estes Ultimos sejam reservatérios da doenca e que os hemoplasmas podem ser
transmitidos por artropodes (WILLI et al., 2007b).

Acredita-se que a transmissao vertical, embora ainda ndo comprovada, possa ser uma
das formas de transmissdo, mas ndo se sabe se ocorre por via transplacentaria, durante o parto
ou na amamentacdo (HARVEY, 2006; SYKES, 2010). Segundo Tasker (2010) a transmissao
iatrogénica também pode ocorrer, principalmente em ambientes hospitalares, através da
manipulacdo de fomites e em condi¢des inadequadas de higienizacgéo e desinfeccdo de materiais
cirargicos ou ambulatoriais.

A infeccdo em gatos domésticos por M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus M. turicensis’ j& foi descrita em todos 0s continentes, exceto na Antartida
(CRIADO-FORNELIO et al., 2003; SYKES et al., 2008). Estes organismos ja foram detectados
tanto em felinos domésticos quanto em selvagens (KRENGEL et al., 2013). E, a prevaléncia da
infeccdo varia conforme a regido e a populacdo estudada (Figura 5). Frequentemente a infec¢éo
pelo M. haemofelis é a menos prevalente, variando de 0,5 a 6%, no entanto em algumas
localidades a infeccdo pelo ‘Candidatus M. turicensis’ aparece com menor prevaléncia. A
infeccdo pelo ’Candidatus M. haemominutum’ € a mais comum dentre as trés espécies de
hemoplasmas e, é detectado em 1/5a 1/2 dos animais que visitam hospitais por uma diversidade
de razdes (SYKES, 2010).
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Figura 5- Grafico representando a prevaléncia das trés espécies de hemoplasmas em diferentes paises, felinos
foram analisados pela técnica da PCR. Observa-se que independente da porcentagem de animais positivos, o
’Candidatus M. haemominutum’ é a espécie mais prevalente.
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Fonte: (Sykes, 2010).

No Brasil diversos trabalhos tém abordado a prevaléncia dos micoplasmas hemotropicos e,
ja foram descritas as trés espécies conhecidas capazes de infectar felinos domésticos. Em
Botucatu, estado de S&o Paulo, regido Sudeste, estudo comparando 80 gatos saudaveis com 74
gatos doentes, revelou positividade de 10% nos animais sem anormalidades e 20% nos doentes,
sendo que, no total de 23 animais positivos, 11 eram M. haemofelis positivos, 4 ‘Candidatus
M. haemominutum’ positivos e 8 infectados por M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’, demonstrando a ligagdo entre doenca clinica e a infec¢do pelo M. haemofelis
(BATISTA, 2004). Em S&o Luis, Maranhdo, ‘Candidatus M. haemominutum’ foi detectado
como a espécie mais prevalente (10%), seguido de M. haemofelis (2,5%) e ‘Candidatus M.
turicensis’ (2%) (BRAGA et al., 2012). Em Cuiab4, Mato Grosso, o resultado da detecgdo da
infeccdo por hemoplasmas foi semelhante ao estudo conduzido em S&o Luis, pois a espécie
mais prevalente encontrada foi ‘Candidatus M. haemominutum’ (6,7%), M. haemofelis (2,2%)
e ‘Candidatus M. turicensis’ (0,5%) (MICELI et al., 2013).

Na regido Sul do pais, em em Porto Alegre, 21,3%, dos 369 gatos testados pela PCR, eram
positivos para pelo menos uma das trés espécies de hemoplasmas, sendo que, o ‘Candidatus M.

haemominutum’ era a espécie mais prevalente (13,5%), seguido de ‘Candidatus M. turicensis’
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(2,7%) e M. haemofelis (2,2%) (SANTOS et al., 2014). Na cidade de Belém, regido Norte, um
estudo comparando gatos de rua capturados pelo centro de zoonoses, gatos domiciliados e
saudaveis e gatos domiciliados e com alguma afeccdo, totalizando 201 felinos, encontrou
prevaléncia igual a 19,9% e, destes, 7,96% eram positivos para ‘Candidatus M.
haemominutum’, 1,49% M. haemofelis e 12,93% ‘Candidatus M. turicensis’ (SINEREY et al.,
2013). No Rio de Janeiro, de 149 amostras testadas, 10% eram ‘Candidatus M. haemominutum’
positivas e 4% M. haemofelis positivas (MACIERA et al., 2006; MARICEIRA et al., 2008).

A ocorréncia menos frequente de M. haemofelis em alguns estudos, provavelmente ocorre
devido a diferenca na patogenicidade entre estes organismos, pois ‘Candidatus M.
haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’ S80 menos patogénicos e, dessa forma, mais bem-
sucedidos no estabelecimento da relacdo parasito-hospedeiro, mantendo a infeccdo sem
desencadear doenca grave (BIONDO et al., 2009). As diferentes frequéncias encontradas nos
trabalhos realizados no Brasil ocorrem devido a diferenca no tipo de populacdo estudada, além
disso, parece existir diferenca geogréfica relacionada a infeccdo pelos micoplasmas
hemotrdpicos, ja que o Brasil € um pais de dimensdes continentais com muitas variagdes
climaticas, o que influencia a frequéncia de vetores, agentes infecciosos e doencas.

Alguns fatores, predispde a AIF e podem ser considerados. Neste contexto, podemos
ressaltar a espécie de micoplasma, pois sabe-se que M. haemofelis € mais patogénico do que as
outras espécies que afetam felinos, podendo levar a anemia severa e desenvolvimento de sinais
clinicos mesmo sem nenhuma infec¢do concomitante (MESSICK, 2004; SYKES et al., 2008a;
TASKER et al., 2009a; AGUIRRE et al., 2009). Em estudo realizado por Berent (2002), anemia
foi observada 15 a 17 dias apés a infecgcdo experimental com M. haemofelis e 0 hematdcrito
variou de 15% a 19%, sendo que, durante o pico da parasitemia, 80% dos eritrocitos estavam
infectados. A doenca apresentou resolucdo apds o tratamento com doxiciclina por 21 dias, no
entanto, 0s animais tornaram-se portadores da doenca. A infec¢do experimental por
‘Candidatus M. haemominutum’ levou ao desenvolvimento de doenca aguda com menor
gravidade e sinais clinicos minimos (JENSEN et al., 2001; TASKER et al., 2009). Entretanto,
alguns relatos de caso tém descrito anemia hemolitica aguda em gatos domésticos infectados
por ‘Candidatus M. haemominutum’, Sem outra causa aparente para a anemia (LORIMIER;
MESSICK, 2004; HORNOK, et al., 2008). Dessa forma, as diferencas na patogenicidade
relatadas na infeccdo por ‘Candidatus M. haemominutum’ podem estar relacionadas a
diferentes cepas do agente ou ao numero de organismos inoculados, revelando um efeito dose-

dependente (WESTFALL et al., 2001). Infec¢do experimental com ‘Candidatus M. turicensis’
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em dois gatos, ambos sem doengas concomitantes, resultou em anemia grave em um individuo
e anemia leve no outro, o animal que desenvolveu anemia grave apresentava-se
imunossuprimido devido ao tratamento com glicocorticoides. O pico de parasitemia foi relatado
entre os dias 16 e 18 pds-infeccdo (WILLI et al., 2005).

A presenca de retroviroses também podem predispor a AlF, particularmente FeLV, que
compromete o sistema imunolégico do animal e aumenta a susceptibilidade a infeccGes
secundarias ou ativa infeccdo latente (SYKES et al., 2008a; TASKER et al., 2009a;
BAUMANN et al, 2013). A infec¢cdo por M. haemofelis e FeLV resulta em quadro clinico mais
grave do que o encontrado quando apenas um destes agentes esta presente no organismo do
animal. Em contrapartida, o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) em associagdo ao M.
haemofelis ndo parece desencadear anemias mais graves do que as encontradas nas infeccdes
isoladas destes organismos (HARRUS et al., 2002). Quanto ao ‘Candidatus M.
haemominutum’, h& controvérsias quanto a ligagdo com as retroviroses, pois Macieira e
colaboradores (2008) ressaltam maior associacgdo ao FIV, no entanto, Laberke e colaboradores
(2010) descrevem que a infeccdo pelo FeLV é mais frequente quando se trata ‘Candidatus M.
haemominutum’ e neste caso, o quadro anémico é mais grave do que aqueles encontrados em
associacao ao FIV (GEORGE et al., 2002). J& a infecgdo pelo ‘Candidatus M. turicensis’ ocorre
comumente em associa¢do a outros hemoplasmas e em infecgdes isoladas por este organismo
condi¢gdes imunossupressoras podem aumentar seu potencial patogénico (MESSICK;
HARVEY, 2011).

Deve-se, ainda, destacar que a AlF tem sido frequentemente associada ao sexo, no qual,
gatos machos sdo mais afetados do que as fémeas, o que provavelmente ocorre devido ao
comportamento mais agressivo, com inteiragdo social por brigas, o que acaba expondo 0s
animais aos organismos responsaveis pela infeccdo. A idade também tem sido descrita como
um fator de risco, no entanto, alguns autores sugerem que animais jovens sao mais susceptiveis
a infeccdo, provavelmente devido a imaturidade imunoldgica, enquanto outros afirmam que a
idade avancada dos gatos é mais frequentemente associada a infeccdo. Gatos com acesso a rua
e sem raca definida sdo mais afetados e animais submetidos a condi¢des estressantes, gestacéo,
remocdo do bagco ou presenga de ectoparasitos podem apresentar predisposi¢do a infeccéo
(TASKER et al., 2003a; SYKES et al., 2008).

A micoplasmose pode ser dividida em duas fases, aguda e cronica. A fase aguda
compreende o periodo decorrido entre o primeiro e o ultimo pico de parasitemia e, costuma ser

acompanhada de sinais clinicos, que incluem letargia, fraqueza, palidez das mucosas, dispneia,
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taquicardia, linfadenopatia, anorexia e ictericia. Outras anormalidades podem ser encontradas
no exame fisico e incluem hepatomegalia, esplenomegalia, murmurios cardiacos e febre
intermitente, no entanto, animais muito debilitados podem apresentar hipotermia (FOLEY et
al., 1998; SYKES, 2003). Esta fase € marcada pela extensa destrui¢do dos eritrocitos, que pode
ser intravascular, devido a lesdo na membrana das células infectadas, com aumento da
fragilidade osmotica, ou extravascular, em 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear. Além
disso, auto-aglutinacdo pode ser observada nos esfregacos sanguineos dos animais infectados,
ocorrendo devido a deposicdo dos organismos nos eritrocitos, ocasionando a exposicdo de
antigenos na superficie destas células e consequentemente deposicdo de anticorpos anti-
eritrocitarios. (MESSICK, 2004; PETERS et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Normalmente a anemia causada por estes hemoplasmas apresenta carater regenerativo e,
desta forma, pode-se encontrar na andlise citoldgica do esfregaco sanguineo anisocitose,
macrocitose, reticulocitose, policromasia e corpusculos de Howell-Jolly. Em alguns casos,
anemia arregenerativa pode ser encontrada e ocorre devido a coinfecc¢bes, como FeLV, ou pelo
tempo insuficiente de resposta da medula 6ssea (KEWISH et al., 2004; TASKER, 2006a).

A fase crénica da micoplasmose normalmente nao cursa com sinais clinicos, mas 0s animais
acometidos podem apresentar anemia leve. Devido as caracteristicas gerais dos micoplasmas,
estes sdo capazes de permanecerem latentes no organismo do animal mesmo ap6s o tratamento
especifico e, dessa forma, os felinos podem desenvolver doenga clinica quando expostos a
estresse ou infeccBes concomitantes que cursam com imunodepressdo (BERENT, 2002). A
deteccdo de organismos no interior de vacuolos fagociticos nos macrofagos esplénicos e
pulmonares (MESSICK; HARVEY, 2011) e o sequestro de ‘Candidatus M. turicensis’ N0S
tecidos tém sido apontados como mecanismos responsaveis pela manutencdo do estado
portador (NOVACCO et al., 2013). Estes fatos ndo foram confirmados na infeccdo por M.
haemofelis e por ‘Candidatus M. haemominutum’ (TASKER et al., 2009b; WOLF-JACKEL et
al., 2012). Além disso, os hemoplasmas tem capacidade de evasdo ao sistema imune, 0 que
contribui para o desenvolvimento do estado de portador e, assim, permanecem positivos a PCR
durante meses ou anos apds a infeccdo aguda (NOVACCO et al., 2011). O M. haemofelis
apresenta grande diversidade antigénica, fato provavelmente responséavel pela manutencdo do
parasito no hospedeiro (SANTOS et al., 2011).

Doengas que cursam com anemia e sinais clinicos inespecificos sdo descritas como
diagndsticos diferencias da infec¢do por micoplasmas hemotrdpicos e incluem babesiose felina,

cytauxzoonose, infeccdo pelo FIV e/ou FeLV. Clinicamente é dificil diferenciar gatos
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portadores de sadios e, dessa forma, testes moleculares como a PCR tornam-se pre-requisito
para selecionar animais doadores de sangue, evitando a propagacdo da infeccdo pelo
Mycoplasma, uma vez que este teste é altamente sensivel e especifico, representando método
diagnostico de eleicdo. A metodologia da PCR é baseada na amplificacdo in vitro de um
fragmento de DNA para deteccdo de genes especificos. Através desta técnica podem-se detectar
tanto animais com doenca aguda quanto crénica (NOVACCO et al., 2011; SANTOS et al.,
2011). Contudo, a PCR deve ser realizada antes do inicio da antibioticoterapia, pois resultados
falso-negativos podem ser encontrados durante o tratamento (TASKER, 2006b; MACIEIRA et
al., 2009), retornando a positividade aproximadamente uma semana ap0s a suspensdo da terapia
(FOLEY et al., 1998).

Técnicas moleculares baseadas na PCR em tempo real para deteccdo de hemoplasmas
em felinos tém sido desenvolvidas. Estas técnicas combinam a PCR convencional com um
mecanismo de deteccédo e quantificacdo por fluorescéncia, mensurando a carga de organismos
da amostra e permitindo que os processos de amplificacdo, detecgédo de produto amplificado e
quantificacdo de DNA ocorram em uma Unica etapa, reduzindo risco de contaminacao
(TASKER et al., 2003b; WILLI et al., 2006; SYKES et al., 2007; COX; DOUDNA;
O’DONNELL, 2012) Peters e colaboradores (2008) desenvolveram uma técnica de diagnostico
por PCR em tempo real combinada com um controle interno, utilizado a fim de eliminar
resultados falso-negativos.

A analise citologica do esfregago sanguineo, tnico método diagnostico disponivel até pouco
tempo e ainda rotineiramente empregado em muitos locais, ndo apresenta resultados sensiveis
e especificos para deteccdo destes agentes, visto que, ‘Candidatus M. turicensis’ nunca foi
diagnosticado através deste método e o ‘Candidatus M. haemominutum’ raramente é
visualizado devido a suas pequenas dimensdes. Ainda, apesar da diferenca de tamanho entre o
‘Candidatus M. haemominutum’ e 0 M. haemofelis estes podem ser confundidos quando se
analisa o esfregaco sanguineo (TASKER et al., 2004; WILLI et al., 2005). Outra problematica
deste método deve-se a caracteristica ciclica da parasitemia na infeccdo pelo M. haemofelis,
assim a ndo observacdo dos hemoplasmas na superficie da hemacia ndo pode excluir o
diagndstico da infeccdo. Além disso, a presenga do acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
utilizado como anticoagulante de rotina, promove o desprendimento dos organismos da
superficie dos eritrocitos levando, também, a resultados falso-negativos. Dessa forma, em locais
onde a avaliacéo citoldgica do esfregaco sanguineo é a Unica forma de diagnosticar a infec¢éo

por hemoplasmas sugere-se que o esfregago seja confeccionado com sangue fresco
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imediatamente apds a coleta. Ainda, resultados falso-positivos também podem ser encontrados,
corroborando com a ndo utilizacdo deste método para o diagnostico da infeccdo, pois 0s
organismos do género Mycoplasma sp. pode ser confundidos com precipitados de corante,
corpusculos de Howell-Jolly e pontilhados basofilicos (TASKER; LAPPIN, 2002; HARVEY,
2006; SYKES, 2010).

Métodos moleculares sdo imprescindiveis no diagnostico da infecgdo por hemoplasmas,
pois a analise citologia do esfregaco sanguineo apresenta diversas restricdes, como descrito
anteriormente, que sao sanadas com o uso da biologia molecular. Tém-se relatado valores de 0
a 37,5% de sensibilidade para micoplasmas hemotrépicos na anélise citoldgica do esfregaco
sanguineo quando comparado a métodos baseados na pesquisa de material genético de
Mycoplasma sp., ressaltando a importancia do diagnostico molecular. Em adicdo, Macieira e
colaboradores (2009) descrevem maior sensibilidade da PCR em relacédo a analise do esfregaco
sanguineo, no qual, dos 149 felinos avaliados, 18 eram positivos para pelo menos uma das duas
espécies de Mycoplasma testadas (M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum”’) e, apenas
um revelou positividade na avaliacdo citologica.

Quanto ao potencial zoondtico, os hemoplasmas ja foram descritos como agentes
causais de alteragBes clinicas em humanos, sendo que infeccdo pelo M. haemofelis foi
diagnosticada, através da PCR, em paciente humano portador do virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) (SANTOS et al., 2008). No entanto, alguns casos de infec¢do por micoplasmas
hemotrépicos em humanos ja haviam sido descritos, porém diagnosticados apenas pela
visualizacdo dos organismos na superficie das hemacias em analise citologica do esfregaco
sanguineo (GRETILLAT; KONARZEWSKI, 1978; YANG et al., 2000; BOSNIC et al., 2010).
Acredita-se que pacientes com lUpus eritematoso sistémico, portadores de HIV ou que estejam
em tratamento com glicocorticoides possam ser mais predispostos a desenvolver a infeccao
pelos hemoplasmas, entretanto, sdo necessarios mais estudos a fim de comprovar esta hipétese,
mas até que haja conhecimento necessario sobre o potencial zoondtico destes agentes é
necessario cuidados durante a manipulacdo de sangue ou tecidos de felinos passiveis de
infeccdo (SYKES, 2010).

Em razdo da importancia dos hemoplasmas felinos, que muitas vezes passam
desapercebidos pelo clinico e, também devido a auséncia de dados sobre sua presenca na cidade
de Santa Maria, o objetivo deste estudo foi verificar a taxa de infecgdo na cidade, bem como,

sexo, idade e alteracBes hematoldgicas dos animais infectados por estes agentes. Os resultados
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serdo apresentados na forma de artigo cientifico intitulado como “Micoplasmas hemotropicos

em felinos domésticos na cidade de Santa Maria, Rio grande do Sul, Brasil”.
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Micoplasmas hemotrdpicos em felinos domésticos na cidade de Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil

RESUMO

Micoplasmas hemotrépicos ou hemoplasmas, sdo bactérias pertencentes ao género
Mycoplasma e, representam um grupo distinto, pois sdo encontradas junto a superficie
das hem@cias, parasitando-as sem romper a membrana eritrocitaria. Trés espécies de
bactérias sdo descritas na infeccdo em felinos domeésticos e séo: Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ ¢ ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. Estes
organismos sdo capazes de levar ao desenvolvimento de doenca conhecida como anemia
infecciosa felina (AIF), que cursa com anemia leve ou grave, podendo levar a 6bito. Os
micoplasmas hemotropicos ja foram descritos em varios paises, inclusive no Brasil, no
entanto, estudos sobre a frequéncia da infec¢do no interior do estado do Rio Grande do
Sul, até o momento ndo haviam sido desenvolvidos, deste modo, o objetivo deste trabalho
foi verificar a presenca dos hemoplasmas na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brasil, bem como, avaliar as alteracdes hematoldgicas, a idade e 0 sexo dos nos felinos
positivos. Sendo assim, um total de 192 amostras de sangue de felinos domésticos
provenientes do Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias da Universidade Federal
de Santa Maria (LACVet- UFSM) foram analisadas através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), método de elei¢do para diagndstico da infeccdo. O hemograma foi
realizado anteriormente & PCR, além disso, a analise do histdrico clinico, a idade e sexo
dos animais foram avaliados. 14,6% dos felinos testados eram positivos para pelo menos
uma espécie de hemoplasma, destes, 7,83% eram positivos para ‘Candidatus M.
haemominutum’, 4,17% para Mycoplasma haemofelis, 1,56% para ‘Candidatus M.
turicensis’, 0,52% para ‘Candidatus M. haemominutum’ e Mycoplasma haemofelis e
0,52% para ‘Candidatus M. turicensis’ e ‘Candidatus M. haemominutum’. Apenas 3
animais infectados apresentaram anemia e, alteragdes no leucograma ndo foram
detectadas. A infeccdo foi mais frequente em machos do que em fémeas, assim como, em
animais jovens, até 4 anos, do que nos felinos mais velhos. Conclui-se que a infeccao por
micoplasmas hemotrdpicos estd presente na cidade de Santa Maria, interior do Rio
Grande do Sul e a espécie mais prevalente ¢ o ‘Candidatus M. haemominutum’. Além
disso, felinos machos e jovens foram mais acometidos pelos hemoplasmas e a PCR
mostrou ser uma ferramenta indispensavel para diagnosticar a infeccao.

Palavras-chave: Mycoplasma, anemia, hemoplasma.
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ABSTRACT

Hemotrophic mycoplasmas or hemoplasmas, are bacteria belonging to the genus
Mycoplasma and represent a distinct group as they are found together the surface of red
blood cells, parasitizing them without breaking the erythrocyte membrane. Three
bacterial species are described in infection in domestic cats and are Mycoplasma
haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’. These organisms are able to lead to the development of disease known as
feline infectious anemia (AIF), which runs with mild or severe anemia and can lead to
death. The Hemotrophic mycoplasmas have been described in several countries,
including Brazil, however, studies on the frequency of infection in the interior of Rio
Grande do Sul state, so far had not been developed, thus the aim of this study was to
verify the frequency of hemoplasmas in Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, as well
as evaluating hematological changes, age and sex of the positive cats. Thus, a total of 192
blood samples from domestic cats from the Laboratory of Analyzes Clinics Veterinaries
at Universidade Federal de Santa Maria (UFSM-LACVet) were analyzed by polymerase
chain reaction (PCR) method of choice for diagnosis of infection. The hemogram was
carried out prior to PCR, moreover, the analysis of clinical history, age and sex of the
animals were evaluated. 14.6% of the tested cats were positive for at least one species of
hemoplasma of these, 7.83% were positive for ‘Candidatus M. haemominutum’’, 4.17%
for Mycoplasma haemofelis, 1.56% for ‘Candidatus M. turicencis’, 0.52% for
‘Candidatus M. haemominutum’’ and Mycoplasma haemofelis and 0.52% for
‘Candidatus M. turicensis’ and ‘Candidatus M. haemominutum’’. Only three infected
animals showed anemia and changes in white blood cell count were not detected. The
infection was more frequent in males than in females, as well as in young animals up to
4 years than in older cats. We conclude that the mycoplasma infection Hemotrophic is
present in the city of Santa Maria, the interior of Rio Grande do Sul and the most prevalent
species is the ‘Candidatus M. haemominutum’. Moreover, male cats and young people
were most affected by hemoplasmas and PCR proved to be an indispensable tool to
diagnose the infection.

Keywords: Mycoplasma, anemia, hemoplasma
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INTRODUCAO

Previamente conhecido como Eperythrozoon e Haemobartonella, os micoplasmas
hemotrépicos ou hemoplasmas sdo pequenas bactérias epieritrocitarias, altamente
pleomorficas. Isolados, dispostos em pares ou agrupados como correntes epicelulares,
incapazes de romper a membrana eritrocitaria (Harvey, 2006). S&o parasitas obrigatorios,
pois ndo conseguem sintetizar sua prépria energia, nem alguns componentes celulares
béasicos e, até hoje ndo se obteve sucesso nas tentativas de cultura in vitro (Neimark, 2001;
Harvey, 2006).

Os hemoplasmas infectam ampla variedade de mamiferos e sdo encontrados em
todo 0 mundo, exceto na Antartida (SYKES et al., 2008; SYKES et al., 2010). As espécies
que afetam felinos domésticos sdo ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’,
Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. A transmissdo destes
agentes ainda ndo esta completamente elucidada, porém sabe-se que pode ocorrer atraves
de transfusdo sanguinea, com sangue fresco ou estocado e acredita-se que a interacdo
comportamental entre felinos, através de brigas, seja um dos meios de transmissdo. Além
disso, pulgas e carrapatos ja foram implicados na transmissdo deste organismo, no
entanto, este fato ainda nao foi comprovado (Woods et al., 2005; Willi et al., 2007).

A infeccdo causada pelos hemoplasmas pode levar a doenga aguda ou cronica,
variando de uma forma fatal, com extensa destruicdo dos eritrdcitios, a leve e
assintomatica, dependendo da espécie envolvida e da suscetibilidade do hospedeiro
(Messick, 2004; Aguirre et al., 2009). Os sinais clinicos frequentemente encontrados séo
palidez das mucosas, fraqueza, letargia, dispneia, taquicardia, anorexia, ictericia, febre e
em alguns casos hipotermia (Sykes, 2003).

O método diagnostico de eleicdo da infeccdo pelos hemoplasmas é a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), no entanto, em muitos locais apenas a anélise citolégica do
esfregago sanguineo através da microscopia Otica esta disponivel, dificultando o
diagnostico da infeccdo, pois este método apresenta pouca sensibilidade e especificidade.
Recentemente, no ano de 2014, Santos e colaboradores descreveram a prevaléncia da
infeccdo pelos hemoplasmas felinos na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil,
entretanto ndo existem dados sobre a infeccédo desta doenga em outros locais do estado.

Deste modo, objetivou-se detectar a infeccdo pelos micoplasmas hemotropicos na regido
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de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, bem como, idade, sexo e parametros
hematoldgicos dos animais infectados.

MATERIAL E METODOS

Um total de 192 amostras de sangue de felinos domésticos provenientes da rotina
clinica do Laboratdrio de Analises Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de
Santa Maria (LacVet- UFSM), foram avaliadas no presente estudo. O periodo de coleta
das amostras foi de dezembro de 2014 a setembro de 2015, realizado apds aprovacgéo do
projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSM, protocolo N° 5142100515.
Os dados referentes aos animais como historico clinico, terapia antimicrobiana e as
variaveis sexo e idade foram analisados. Os felinos que haviam recebido tratamento com
tetraciclinas e/ ou fluoroquinolonas antes da coleta de sangue foram descartados do estudo
devido a possibilidade de resultados falso-negativos. Hemograma completo e anélise
citoldgica do esfregaco sanguineo, a fim de verificar se havia presenca de inclusdes
compativeis com os hemoplasmas, foram realizados.

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular e Estresse
Oxidativo da Universidade Federal de Santa Maria (Bioox- UFSM), a partir de amostras
de sangue congeladas com EDTA, sendo utilizado um protocolo semelhante ao descrito
por Reboucas (2008), com algumas modificacOes, para extracdo de DNA de sangue total.
O método consistiu na separacdo do DNA das células através da lise celular com Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS), acrescido de proteinase K e Tris-HCI + EDTA + NaCl (TEN),
em seguida, foi realizada a extracdo com fenol e cloroférmio + &lcool isoamilico,
separando DNA e proteinas, seguido da precipitacdo do DNA com alcool absoluto e
armazenamento do contetido extraido com Tris-HCIl + EDTA (TE) e RNAse a -20°C até
que a PCR fosse executada.

A PCR seguiu o protocolo descrito na literatura para deteccao das trés espécies de
Mycoplasma sp. estudadas com algumas modificaces (Berent et al, 1998; Foley et al,
1998; Santos, 2009). O Mix utilizado para cada reacdo era composto por 0,12 ul de
AmpliTag® DNA polimerase (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil), 2,5 pl de 10X Buffer
I® (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil), 2,25 pl de MgCly, 2 pl de DNTPs

(desoxirribonucleotideos trifosfatados) na concentragdo de 10 mM, 1 ul de cada primer
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(Forward e Reverse), 14,63 ul de &gua ultrapura (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) e, 1,5
pl da amostra, totalizando um volume de 25 pl.

Para a amplificacdo de um fragmento parcial de 393 pares de base (pb) do gene
16S rRNA de M. haemofelis, a sequéncia primers utilizada foi Forward 5'-3"
GACTTTGGTTTCGGCCAAGG e Reverse 5'-3"
CGAAGTACTATCATAATTATCCCTC. As condicGes de reagdo consistiram de uma
etapa inicial de desnaturacao por 5 minutos a 95°C, seguida de 39 ciclos de 95°C por 30
segundos (desnaturacdo), 55°C por 30 segundos (hibridizacdo), 72°C por 50 segundos
(extensdo) e um passo final, de extenséo, a 72 °C por 10 minutos. J& para amplificagcdo
de 191 pb do ‘Candidatus M. haemominutum’’, foram utilizadas as seguintes sequéncias:
Forward 5'-3" GCATAATGTGTCGCAATC-3 e Reverse 5'-3"
GTTTCAACTAGTACTTTCTCCC. As condicdes de reacdo utilizadas foram iguais as
descritas para o M. haemofelis, exceto a temperatura de hibridizacdo que foi de 50°C,
assim como para a amplificagdo do ‘Candidatus M. turicensis’, no qual, a temperatura
desta etapa foi de 55,3°C. E, a sequéncia utilizada para detec¢do de 488pb, desta ultima
espécie de Mycoplasma foi Forward 5°-3’: CGAATTGTCGAAAGACAATTA GC ¢
Reverse 5-3. AGAAGTTTCATTCTTGACACAATTTAA. Para cada reacdo foram
incluidos controles positivos, gentilmente cedidos pela Universidade de Purdue, EUA e
negativos, agua ultrapura. O limite de deteccdo da PCR foi definido como o menor
nimero de copias do plasmideo felino detectado. As curvas padrdo foram construidas a
partir de amostra com concentragdo conhecida (107 copias do plasmideo) e diluidas com
agua ultrapura até 1x.

Apobs a amplificacio acrescentou-se 2 pl de GelRed® (Unisciense, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e 4 pl de tampdo (composto por 0,25% de azul de bromofenol, 30% de glicerol e
agua) a 9 pl de cada amostra, este composto foi entdo submetido a eletrofose em gel de
agarose a 1,5% por uma hora e dez minutos a 70 Volts, posteriormente o resultado foi
visualizado em um transluminador de luz ultravioleta. Uma escala de 100 pb (Invitrogen,
Sdo Paulo, SP, Brasil) foi utilizada para verificar o tamanho dos produtos amplificados.
Previamente a amplificacdo com os primers das trés espécies de Mycoplasma, todas as
amostras foram testadas para o controle endogeno GAPDH, com a finalidade de
confirmar a presencga de DNA.
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Andlise estatistica: A frequéncia da infeccdo foi calculada através da divisdo do
namero de animais positivos para pelo menos uma espécie de Mycoplasma sp. pelo total
de animais avaliados. As variaveis sexo e idade foram analisadas através de frequéncias
simples e relativas e, o teste exato de Fisher foi utilizado afim de verificar a influéncia do
sexo e idade na infeccdo por hemoplasmas. A média e desvio padrdo dos parametros

hematoldgicos dos animais infectados também foram avaliadas.

RESULTADOS

A frequéncia total de hemoplasmas felinos encontrados no presente estudo foi de
14,60%. A espécie mais prevalente foi o ‘Candidatus M. haemominutum’ (7,83%)
seguida de Mycoplasma haemofelis (4,17%) ¢ ‘Candidatus M. turicensis’ (1,56%), a
coinfeccdo por mais de uma espécie de micoplasma hemotrépico foi encontrada em
apenas dois gatos, sendo que, um era infectado por ‘Candidatus M. haemominutum’ e
Mycoplasma haemofelis (0,52%) e, o outro ‘Candidatus M. turicensis’ e ‘Candidatus M.
haemominutum’ (0,52%). O limite minimo de deteccdo da PCR foi de 10 cépias do
plasmideo por reacdo. Nenhum dos felinos testados havia sido diagnosticado como
portador de hemoplasmas através da anélise citologica do esfregaco sanguineo.

As caracteristicas dos felinos infectados pelos hemoplasmas estdo descritas na
tabela 1. Do total de amostras analisadas, 51,5% (99/192) eram de machos e 48,5%
(93/192) eram de fémeas, sendo que, 10,95% (21/192) de amostras infectadas eram de
machos, enquanto que 3,65% (7/192) eram de fémeas. A idade geral da populacdo
analisada variou de 6 meses a 18 anos, com média de 6+5,8 anos, sendo que do total de
animais testadas 49% <4 anos e 51% >4 anos. Apenas 3 animais, com infeccdes isoladas,
apresentaram anemia, no entanto, dois destes felinos eram portadores de insuficiéncia
renal crénica e um apresentava doenga hepéatica. A média e desvio padréo dos parametros

hematoldgicos estdo nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 1. Caracteristicas dos felinos infectados por micoplasmas hemotrépicos, conforme

cada espécie, na cidade de Santa Maria, Rio grande do Sul, Brasil

CMhm Mhf CMt CMhm/CMt CMhm/Mhf Total

Total de infectados: 15 8 3 1 1 28
Sexo

Macho 10 7 2 1 1 21

Fémea 6 0 1 0 0 7
Idade

<4 anos 10 6 2 0 1 19

>4 anos 5 2 1 1 0 9

Anemia 1 1 1 0 0 3

Tabela 2. Média e desvio padrdo do hemograma de felinos infectados por micoplasmas
hemotrdpicos, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Média £ desvio padrédo Valor de referéncia
Hemacias 7,53+2,19 x 10%/pL 5,0-10,0
Hemoglobina 10,63+2,96 g/dL 8,0-15,0
Hematdcrito 32,34+9,13 % 24 — 45
VCM 43,19+4,37 fL 39-55
CHCM 32,87+1,12 % 31-35

Fonte: Laboratério de Analises Clinicas- UFSM

Tabela 3. Média e desvio padrdo do leucograma de felinos infectados por micoplasmas
hemotrdpicos, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Média £ desvio padrdo Valor de referéncia
/uL

Leucdcitos Totais 15.552+6.267 5.500-19.500
Bastonetes 362+128 0-300
Neutrofilos segmentados 12.363+6.319 2.500 - 12.500
Linfécitos 1.965+2.207 1.500 — 7.000
Mondcitos 490+493 0-850
Eosinofilos 815+767 0—1.500

Fonte: Laboratério de Analises Clinicas- UFSM

DISCUSSAO

A infecgéo por micoplasmas hemotropicos felinos ja foi descrita em varias regides
do Brasil, e de acordo com Souza e Almosny (2002) a prevaléncia no pais varia de 5 a
23%. Estudos posteriores conduzidos em Porto Alegre (21,4%) (Santos et al., 2014),
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Belém (19,9%) (Sinerey et al., 2013) Rio de Janeiro (12,1%) (Macieira et al., 2009) e
Jaboticabal (6,5%) (Bartoli et al., 2012) estdo de acordo com a prevaléncia descrita por
estes autores. No presente estudo verificou-se que 14,60% dos felinos domésticos
avaliados estdo infectados por pelo menos uma das trés espécies de hemoplasmas felinos.
A comparagdo entre as taxas de infecgdo encontradas em diferentes trabalhos deve ser
realizada com cautela, uma vez que, as diferencas nas populagdes estudadas, as técnicas
de diagnostico utilizadas e as variacdes geograficas devem ser levadas em consideracao,
pois influenciam os resultados. Além do mais, alguns trabalhos ndo analisam as trés
diferentes espécies de hemoplasmas felinos, 0 que acaba dificultado ainda mais a
comparacdo (Duarte et al., 2014; Santos et al., 2014).

Assim como no presente estudo, muitos outros trabalhos descrevem
‘Candidatus M. haemominutum’ como a espécie mais prevalente (Macieira et al., 2008;
Tanahara et al., 2010; Santos et al., 2014). O que pode explicar a auséncia de anemia na
maioria dos animais positivos em nosso trabalho, pois este agente, assim como o
‘Candidatus M. turicensis’, apresenta baixa patogenicidade e, sdo capazes de manter a
infeccdo sem levar ao desenvolvimento de doenca grave (Biondo et al., 2009). Além
disso, alguns autores afirmam que a auséncia de anemia pode estar ligada a presenca de
portadores crénicos, principalmente em animais acometidos pelo M. haemofelis, espécie
mais patogénica, pois nesta fase a relacéo parasito-hospedeiro parece atingir o equilibrio,
no qual a replicacdo do agente é estabilizada pela fagocitose e eliminag¢éo do organismo,
tornando a carga parasitaria baixa (Duarte et al., 2014; Santos et al., 2014). Dessa forma,
as alteracdes hematoldgicas encontradas em apenas 3 felinos, podem ser explicadas pela
presenca de doencas concomitantes nestes animais, pois dois gatos apresentavam
insuficiéncia renal cronica e um doenca hepatica, ambas as enfermidades sdo capazes de
levar ao desenvolvimento de anemia (Sinerey et al., 2013; Santos et al., 2014). Infeccao
por mais de uma espécie de micoplasma hemotropico foi observado em apenas dois
animais, no entanto, ambos ndo apresentavam alteragdes laboratoriais.

O diagnostico da infeccdo pelos hemoplasmas, até pouco tempo era realizado
através da anélise citologica do esfregaco sanguineo, método pouco sensivel e especifico,
pois é incapaz de distinguir M. haemofelis de ‘Candidatus M. haemominutum’ e, o
‘Candidatus M. turicensis’, devido a sua pequena dimensao, jamais foi diagnosticado

através deste método (Tasker et al., 2004; Willi et al., 2005). Neste estudo ndo foram
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detectadas estruturas compativeis com hemoplasmas na analise citolégica do esfregago
sanguineo, o que pode ser explicado pela baixa parasitemia encontrada em animais
portadores de infeccdo cronica ou devido a presenca de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), utilizado como anticoagulante de rotina, que promove o desprendimento dos
hemoplasmas da superficie dos eritrdcitos, resultando em falso-negativos (Sykes, 2010;
Tasker, 2010).

A associacdo entre alteracdes no leucograma e a infeccdo pelos micoplasmas
hemotrdépicos ndo apresenta padrdo definido, podendo variar de leucocitose por
neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo a leucopenia, quando os felinos se tornam
muito debilitados pela infecgdo. Alguns animais podem, também, apresentar mondcitos
ativados (Messik; Harvey, 2011). Em nosso estudo ndo foram observadas alteracdes no
leucograma, o que pode corroborar com a hipdtese de que todos os animais apresentavam
infeccéo cronica.

Quanto a idade, alguns autores observaram maior predisposi¢do a infecgdo por
felinos jovens (Sykes et al., 2008), no entanto, outros descrevem maior relacdo em
animais com idade avancada, onde a infeccdo cronica assume papel importante e, 0s
animais permanecem em estado portador durante anos (Bauer et al., 2008; Santos et al.,
2014). A infecc¢do, no presente estudo, foi mais frequente em animais jovens (até 4 anos),
0 que pode ser observado na tab. 1. Este fato pode estar associado a imaturidade
imunoldgica que os animais jovens apresentam (Duarte et al., 20015).

Em relacdo ao sexo, pode-se observar que os machos foram mais afetados pelos
hemoplasmas do que as fémeas. O DNA dos micoplasmas hemotrdpicos ja foi encontrado
na saliva, glandula salivar, mucosa oral e fezes de felinos, além disso, o desenvolvimento
da infeccdo experimental com inoculacdo de pequeno volume de sangue sugere que 0
contato agressivo entre o0s gatos exerca papel na transmissdo do organismo (Willi et al.,
2007; Dean et al., 2008; Museux et al., 2009; Bennett et al., 2011). Deste modo, 0s
machos acabam sendo mais acometidos, pois apresentam caracteristicamente maior
agressividade influenciada pela presenca de diversos horménios, sendo que, feridas e
abcessos por mordeduras e arranhaduras sdo descritos como fatores de risco associados a
infeccdo (Tasker, 2010).
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CONCLUSAO

Portanto, conclui-se que a infec¢do por hemoplasmas felinos esta presente na
regido de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Sendo que, a infec¢do por ‘Candidatus
M. haemominutum’ é a mais frequente e ndo houve associa¢cdo com anemia. Quanto ao
perfil dos felinos infectados, detectou-se maior nimero de machos e jovens com a
infeccdo. Este foi o primeiro trabalho na regido retratando a infeccdo por micoplasmas

hemotropicos em gatos.
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3 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, concluiu-se que a infeccdo por micoplasmas
hemotrdpicos estd presente na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. No entanto,
ndo houve associacdo entre a infeccdo e a presenca de anemia, alteracdes no leucograma
também néo foram detectadas. A espécie mais frequente foi ‘Candidatus M. haemominutum’,
seguida de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus M. turicensis’. Os felinos jovens e machos
apresentaram maior acometimento pela infeccdo. Nenhum dos felinos testados havia sido
diagnosticado pela anélise citoldgica do esfregago sanguineo, desta forma, a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) mostrou ser de extrema importancia no diagnostico da infeccdo pelos

hemosplasmas em felinos.
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