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Resumo

A hemoplasmose é uma doenca infecciosa que acomete os animais da familia
felidae, caracterizada principalmente por anemia hemolitica imuno-mediada. Pelo
menos trés espécies do género Mycoplasma infectam gatos: Mycoplasma
haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma
turicensis. O presente trabalho teve por objetivos a identificacdo de gatos
domeésticos do Distrito Federal e atendidos no Hospital Veterinario da UnB
infectados pelo Mycoplasma spp (citologia e PCR) e a avaliacdo dos aspectos
hematologicos apresentados por estes animais. Foram utilizados 20 animais,
todos pertencentes ao grupo de risco, e realizados hemogramas completos,
pesquisa de hemoparasitas em esfregaco sangiineo e PCR para M. haemofelis.
Do total de amostras analisadas neste estudo, 60% dos animais 2 foram positivos
pela técnica da PCR, e apenas 25% 26 dos animais foram considerados positivos
ao exame do esfregaco sanguineo. Ndo foi observada diferenca (p>0,05) na
hematologia entre os animais positivos e negativos. Apesar do pequeno namero
de animais testados, foi observada uma elevada ocorréncia (60%) de animais
infectados pelo Mycoplasma haemofelis e a PCR mostrou-se mais sensivel que a
analise citologica, o que justifica seu uso na identificacdo de animais infectados.
Estudos futuros com maior numero de animais devem ser desenvolvidos no intuito
de investigar a possibilidade de infec¢do dos animais do Distrito Federal por outros
agentes da hemoplasmose felina, como o Candidatus Mycoplasma
haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis.
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Abstract

Hemoplasmosis is an infectious disease that affects animals of felidae
family,characterized mainly by immune-mediated hemolytic anemia. At least three
species of Mycoplasma infect cats: Mycoplasma haemofelis, Candidatus
Mycoplasma haemominutum and Candidatus Mycoplasma turicensis. The
objectives of these work were to identify Distrito Federal domestic cats attended at
Veterinary Hospital of UnB infected by Mycoplasma spp (cytology and PCR) and to



evaluate hematological findings of these animals. We used 20 animals, all
belonging to the risk group, which were submitted to complete hemograms,
hemoparasites search in blood smear and M. haemofelis PCR. In this study, 60%
of the animals were M. hemofelis positive by PCR technique, 51 and only 25% of
the animals were considered positive to the examination of blood smear. No
differences (p>0,05) were observed in hemograms between positive and negative
animals. Despite of small number of animals tested, a higher occurrence (60%) of
Mycoplasma haemofelis infection were detected and PCR test was more sensible
than cytology analysis, which justifies its use inidentification of infected animals.
More studies should be conducted to identify if other feline hemoplasmosis agents
are infecting Distrito Federal animals, as Candidatus Mycoplasma haemominutum
e Candidatus Mycoplasma turicensis.

Keywords: domestic cat, hemoplasmosis, Mycoplasma spp., diagnostic,
hematology, PCR

Introducéo

Haemobartonella felis, € o agente causador da anemia infecciosa felina (WILLI et
al, 2006). Juntamente com o género Epeythrozoon, com base na analise genética
e em similaridades morfolégicas do gene 16S RNA, este género foi recentemente
reclassificado como Mycoplasma. Estas bactérias sem parede celular, séo
parasitas eritrocitarios que nao podem ser cultivados in vitro (STOFFREGEN at al,
2006).

Pelo menos trés espécies deste género infectam gatos: Mycoplasma haemofelis,
Candidatus Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis..
Mycoplasma haemofelis é capaz de causar anemia severa em gatos, enquanto
Candidatus Mycoplasma haemominutum ainda tem sido associado a doencgas em
gatos imunocompetentes (SYKES et al, 2007). Em estudo de infeccOes

experimentais, Mycoplasma haemofelis é, aparentemente mais patogéncico que

Candidatus Mycoplasma haemominutum, e no caso deste ultimo, ha suspeita da
influéncia de status retroviral em sua manifestacao clinica (WILLI et al, 2006).

Mycoplasma haemofelis pode ser um agente oportunista, estando presente em
animais sadios e levando a doenca quando esses animais sdo estressados por
outras doencas e procedimentos cirdrgicos. O aparecimento da doenca causada
pelo Mycoplasma haemofelis em gatos esta intimamente ligado com a infeccéo
destes com o virus da FelLV, onde, em torno de 40% a 50% dos animais com a
clinica de hemoplasmose séo FelLV positivo, pois 0 FeLV pode suprimir a resposta
imunitaria dos gatos, aumentando a suscetibilidade do animal. Mycoplasma
haemofelis e FeLV geralmente resultam em anemia mais severa do que em
animais com apenas um dos agentes (HARVEY, 2006). O chamado grupo de risco
inclui animais com anemia, FelLV positivos, com histérico de abscessos por
mordidas, de trés anos, ou menos, e com acesso a rua (JAIN, 1993).



O presente projeto tem por objetivo a identificacdo de animais infectados pelo
Mycoplasma spp (citologia e PCR), a avaliacdo dos aspectos hematologicos
destes animais e a identificacdo da espécie de Mycoplasma que acomete os gatos
domésticos do Distrito Federal.

Materiais e métodos

Foram obtidas 20 amostras sanguineas de gatos domésticos atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia, colhidas por meio de venopuncéao
da cefalica ou jugular. Foram incluidos nessa amostragem felinos domésticos
pertencentes ao grupo de risco, ou seja, animais de qualquer idade, com acesso
direto a rua, apresentando ou ndo sintomatologia de hemoplasmose e animais
com sintomatologia de hemoplasmose e com diagndstico laboratorial confirmatério
(visualizacdo do agente em esfregaco de sangue fresco). As amostras foram
acondicionadas em frascos com anticoagulante (EDTA) e mantidas sob
refrigeracdo até o processamento.

Todas as amostras foram submetidas a hemogramas completos, realizados no
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade de Brasilia. Com a
utilizagdo de um contador automético de células para uso veterinario (CC-550 -
CELM) foram determinados o numero total de hemécias, leucocitos e a
concentracdo de hemoglobina. Para a determinacdo do volume globular (VG) foi
utilizada a técnica do micro-hematdcrito. As proteinas plasmaticas totais foram
determinadas por refratometria. Os indices hematimétricos foram obtidos por
calculo. O diferencial leucocitério foi realizado em esfregaco sanguineo (100
células) corado com corante Pandtico.

A pesquisa de hemoparasita foi realizada por meio de exame citoldgico (esfregaco
sanguineo) e Reacdo de Polimerase em Cadeia Polimerase Chain Reaction -
PCR).

Apos a realizacdo dos hemogramas, o restante do sangue foi centrifugado para a
separacao do plasma e da capa de células e armazenados (-20°C) até 0 momento
da extracdo do DNA e realizacdo da PCR. A extracdo do DNA foi realizada
utilizando-se kit comercial (QlIAamp DNA Blood Mini Kit - Qiagen), seguindo-se o
protocolo sugerido pelo fabricante.

Para a reacdo da PCR foram utilizados primers especificos para o gene 16S rRNA
de acordo as sequéncias depositadas no GenBank (F.GAC TTT GGT TTC GGC
CAA GG e R3:.CAG AGT ACT ATC ATA ATT ATC CCT C). As reaclOes
consistiram de aproximadamente 10 ng de DNA, 1X tampédo de PCR, 3,0 mM
MgClI2, 0,15 mM de cada deoxinucleotideo, 0,6 UM de cada primer e 1,5U de Taq
DNA polimerase resultando em um volume final de 25uL. A PCR foi realizada em
um termociclador (FTGene5D — Techgene) utilizando-se o seguinte protocolo:
desnaturacgéo inicial a 94°C por dez minutos, seguida de 40 ciclos: 94°C por 45
segundos, 54°C por 45 segundos e 72°151 C por 45 segundos e posterior
extensdo final 72°C por sete minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1.5%, corados com brometo de etidio e



visualizados sob luz ultravioleta resultando em um produto de 393pb nos animais
positivos. Para cada reacdo utilizaram-se controles negativo (dgua) e positivo
(DNA de gato doméstico com hemoplasmose).

Para a padronizagdo da técnica de PCR foram utilizadas amostras de DNA de
animais (gatos domeésticos) com diagnostico laboratorial positivo para
hemoplasmose confirmado por meio da visualizacdo do agente em esfregaco
sanguineo. As condi¢cdes da PCR foram determinadas experimentalmente. Foram
considerados como animais positivos para hemoplasmose aqueles com resultado
positivo na pesquisa do agente em esfregaco sangiineo e/ou na PCR.

Resultados e Discusséo

Do total de vinte amostras analisadas, em 5 amostras (25%) foi identificada a
presenca de Mycoplasma haemofelis no esfregaco sanguineo, enquanto que 12
amostras (60%) foram positivas na PCR para Mycoplasma haemofelis. Todos os
animais positivos na pesquisa do esfregaco sanguineo foram também positivos na
PCR. Os animais positivos na PCR do Mycoplasma haemofelis apresentaram um
produto de 373 pares de bases na eletroforese em gel de agarose 1.5%, corado
com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

Os resultados dos hemogramas apresentados pelos animais positivos e negativos
estdo apresentados na tabela 1. Ndo houve diferenga (p>0,05) nos valores
hematoldgicos entre os animais positivos e negativos.

Tabela 1: Valores médios e desvio padrdo dos parametros hematoldgicos
observados nos animais positivos e negativos para M. haemofelis.

Animais Positivos Animais Negativos Valores de
(n=12) (n=8) Referéncia

Hematocrito (% 14,5 (£7) 20,37 (£9,41) 24 — 45
Hemacias (x107/uL) 3,42 (+1,86) 5,19 (£2,76) 50-10
Hemoglobina (fL) 5,44 (£3,32) 7 (x 3,49) 8-15
VCM (fL) 44,65 (+8,34) 43,44 (£13,97) 39-55
CHCM (%) 36,42 (+ 10,21) 33,87 (£2,23) 30-36
Leucécitos (/uL) 1.2630 (+8.080) 11.050 (+7.620) 5.500 — 19.500
Bastonetes (/uL) 27,75 (£50,27) 39,75 (£73,83) 0-300
Segmentados (/uL) 9.028,66 (+8.783,61) 9.657,87 (+7.609,16) 2.500 - 12.500
Linfocitos (/uL) 2.754,83 (+ 2015,22) 2.224,62 (+1.847,66) 1.500 — 7.000
Mondcitos (/uL) 286,41 (+297,71) 225,75 (+217,64) 0-850
Eosindfilos (/uL) 413,41 (+436,72) 313,25 (+612,68) 0 -1.500
Basofilos (/uL) 0 (x0) 26,25 (+48,74) Raros
Proteina (g/dL) 6,85 (x1,06) 7,2 (£1,25) 6,0-8,0
Plaquetas (/uL) 313.958,3 206.625 (£194.117,7) 200.000 — 500.000

(+186.869,5)

*Fonte: Jain, 1993

Dentre as amostras analisadas, em 25% das amostras foi identificada a presenca
de Mycoplasma haemofelis no esfregaco sanguineo, enquanto que em 60% das
amostras foram positivas ha PCR para Mycoplasma haemofelis. A discrepancia
entre os resultados da PCR e da analise citolégica, mostram a maior sensibilidade



do teste molecular para deteccdo do paciente. Segundo Lapping e Tasker (2002).
Os mesmos autores referem que a PCR, quando comparada ao exame citoldgico,
apresenta uma maior sensibilidade e em um estudo comparativo a citologia obteve
37,5% de animais positivos, contra 100% da PCR.

Embora tenha sido observada elevada prevaléncia da hemoplasmose nos animais
testados (60%), nao foi constatada diferenca significativa entre os hemogramas
dos animais positivos e negativos, o que também ja foi observado por outros
autores (TASKER et al, 2004).

Geralmente em animais infectados encontra-se anemia macrocitica hipocromica
(SOUZA e ALMOSNY, 2002), porém neste estudo foi encontrada uma maior
proporcao de anemia normocitica normocrémica, possivelmente devido ao nimero
reduzido de animais testados ou mesmo devido a uma coinfec¢ao por retrovirus
gue pode estar ocasionando esta anemia arregenerativa. A auséncia de anemia
em dois dos animais positivos utilizados neste estudo pode indicar que na ocasiao
da coleta os animais estavam no estado subclinico e crénico da infeccao (WILLI et
al, 2007). Cabe salientar que o aparecimento da doenca causada pelo
Mycoplasma haemofelis em gatos domeésticos esta intimamente ligado com a
infeccao destes com o virus da FelLV, onde, pois o FeLV pode suprimir a resposta
imunitaria dos gatos, aumentando a suscetibilidade do animal (HARVEY, 2006).

Atualmente, sabe-se que existem trés espécies de hemoplasmas importantes nos
felinos domésticos, sendo comum a co-infeccdo, bem como a infeccéo isolada.
Animais negativos para Mycoplasma haemofelis podem estar infectados com outro
hemoplasma, mostrando a importancia de estudos futuros em conjunto da analise
de outras espécies por meio da PCR.

A PCR mostrou-se mais sensivel do que a pesquisa de hemoparasitas em
esfregaco sangliineo, corroborando resultados anteriores, denotando a
importancia do uso de métodos mais sensiveis para identificacdo de animais
infectados, principalmente em casos de baixa parasitemia.

Conclusdes:

Foi observada uma elevada ocorréncia (60%) da infeccdo pelo Mycoplasma
hemofelis nos animais pertencentes ao grupo de risco e atendidos no Hospital
Veterinério da UnB.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os hemogramas dos animais
positivos e negativos 0 que pode ser atribuido ao critério de inclusdo do
experimento em que 0s animais deveriam pertencer ao grupode risco da infecgéo.
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