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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. Seu
agente etiolégico é um parasita epicelular gram-negativo de eritrocitos, que
recentemente foi classificado em duas espécies: Mycoplasma haemofelis e
Candidatus Mycoplasma haemominutum. A transmiss&o pode ocorrer por meio de
artropodes hematéfagos, como pulgas e carrapatos, feridas causadas por
mordeduras, transfusdo sanglinea e transplacentéria. Devido a alta mobilidade e
nao-especificidade a pulga parece ser o principal vetor, merecendo destaque a
Ctenocephalides felis. Em felinos ndo domésticos, a forma de transmisséo ainda é
obscura. Foram coletadas amostras sangliineas de nove felinos selvagens do
Parque Zoolégico de Brasilia-DF e encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia (UnB). Todas as
amostras foram submetidas a hemogramas completos, pesquisa de
hemoparasitas em esfregagco sangliineo e PCR para M. haemofelis. Ndo foram
observadas alteracdes significativas nos hemogramas e nenhum hemoparasita foi
encontrado nos esfregacos sanguineos. Nenhuma amostra foi positiva para M.
haemofelis na PCR realizada. Apesar do pequeno numero de animais estudados
do Parque Zoologico de Brasilia, pode-se constatar que os hemogramas
encontram-se dentro dos valores de referéncia para a espécie e que nenhum
animal apresentou infeccdo para M. haemofelis, denotando que 0s animais
encontram-se higidos. Mais estudos devem ser realizados para que se verifique a
presenca de outros agentes causadores de hemoplasmose felina, como
Candidatus Mycoplasma haemominutum ou Candidatus Mycoplasma turicensis.

Palavras-chave: felino selvagem, hemoplasma, Mycoplasma spp, diagndstico,
hematologia, PCR.

Abstract

Hemoplasmosis is an infectious disease that affects animals of felidae family,
characterized mainly by immune-mediated hemolytic anemia. Its causative agent
is a gram-negative epicelular parasite of red blood cells, which recently was
classified in two species: Mycoplasma haemofelis and Candidatus Mycoplasma
haemominutum. The transmission can occur through hematophagous arthropod
such as fleas and ticks, wounds caused by bites, blood transfusions and



transmission. Due to the high mobility and non-specific flea seems to be the main
vector, deserving highlight the Ctenocephalides felis.

In non-domestic cats, the transmission form is still unclear. Nine wild cats from
Brasilia Zoo Park were submitted to blood venopunction. Blood samples were
analyzed at Laboratory of Clinical Pathology from Veterinary Hospital of the
University of Brasilia (UNB). Complete blood count, hemoparasites search and M.
haemofelis PCR were realized in all blood samples. None alteration was observed
in the hemograms realized and none hemoparasite was observed in blood smear.
M. haemofelis was not identified in the samples by the PCR realized. Despite of
small number of animals studied from Brasilia — DF Zoo Park, it is possible to
notice that hemograms are 3 between species reference values and none of these
52 animals had M. haemofelis infection, indicating good healthy condition. More
studies are necessary to identify infection by other possible causative agents of
feline hemoplasmosis as Candidatus Mycoplasma haemominutum ou Candidatus
Mycoplasma turicensis.

Keywords: wild cat, hemoplasmosis, Mycoplasma spp., diagnosis, hematology,
PCR

Introducéo

A hemoplasmose é uma doenca infecciosa que acomete os animais da familia
felidae, sendo caracterizada por anemia hemolitica imuno-mediada. O agente
etiolégico é um parasita epicelular gram-negativo de eritrocitos, classificado em
duas espécies: Mycoplasma haemofelis e Candidatus Mycoplasma
haemominutum (JENSEN et al., 2001).

A transmissdo pode ocorrer por meio de artropodes hematdfagos, como pulgas e
carrapatos, feridas causadas por mordeduras, transfusdo sanglinea e
transplacentaria. Devido a alta mobilidade e nao-especificidade a pulga parece ser
o principal vetor, merecendo destaque a Ctenocephalides felis (HARVEY, 2006).

O Mycoplasma haemofelis pode ser comensal em gatos sadios e a infeccédo pode
resultar em doenca aguda quando os animais infectados s&o submetidos a
condicdes de estresse ou acometidos por infeccdes ou doengas concomitantes,
como a infeccdo pelo virus da leucemia felina (FeLV), virus da imunodeficiéncia
felina (FIV), diabetes, dentre outras (SOUZA, 2003).

Existem poucos estudos sobre a hemoplasmose em felinos ndo domésticos,
contudo existem indicios de que a infec¢do € rara, estando associada com baixa
ou auséncia de sinais clinicos (HAEFNER et al, 2003), denotando o potencial para
estes animais servirem como reservatério do agente para infeccdo dos felinos
domeésticos.

O presente trabalho tem por objetivos a identificacdo de animais infectados pelo
Mycoplasma spp, com a realizagdo de exames citologicos e PCR, avaliar os
parametros hematoldgicos apresentados por estes animais e identificar a espécie



de Mycoplasma spp infectante dos felinos ndo domésticos do Parque Zoologico de
Brasilia.

Materiais e Métodos

Foram obtidas nove amostras de sangue de felinos ndo domésticos provenientes
do Parque Zoologico de Brasilia-DF, pertencentes as seguintes espécies:
jaguatiricas (Leopardus pardalis — duas amostras); gato do mato pequeno
(Leopardus tigrinus — uma amostra); ledes (Panthera leo — trés amostras); oncas
(Panthera onca — duas amostras) e sucuarana (Pumaconcolor — uma amostra).

Para a realizacdo das colheitas de sangue, os animais foram sedados e as
amostras foram obtidas por venopuncéo da jugular ou cefélica e acondicionadas
em tubos com EDTA e encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia (UnB). O numero total de
eritrocitos, leucocitos e a concentracdo de hemoglobina foram realizados em um
contador semi-automatico de células para uso veterinario (CC 550 — CELMTM,
Brasil). O hematécrito ou volume globular (VG) foi determinado utilizando a técnica
da microcentrifugacdo e a determinacdo da concentracdo das proteinas
plasmaéticas totais (PPT) foi realizada com o auxilio do refratbmetro. O diferencial
leucocitario foi realizado pela observacéo de 100 células em esfregagco sanguineo
corado com panético. O volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo
corpuscular média de hemoglobina (CHCM) foram determinados por calculo
padrdo. A pesquisa de hemoparasitas foi realizada por meio do exame no
esfregaco de sangue circulante. A identificacdo de animais infectados pelo virus
da imunodeficiéncia felina (FIV) foi realizada utilizando-se SNAP® Feline Combo.

ApGs a realizagdo dos hemogramas, o restante do sangue foi centrifugado (2500
rpm/5min) para a separacao do plasma e da capa de células e congelados (-20°C)
até o momento da extracdo do DNA e realizacdo da PCR. A extracdo do DNA foi
realizada utilizando-se kit comercial (QlAamp DNA Blood Mini Kit - Qiagen),
seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras de DNA foram
mantidas a -20°C até o momento da realizagdo da PCR.

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 reacles
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 25pL. A PCR foi realizada em
um termociclador (FTGene5D — Techgene) utilizando-se o seguinte protocolo:
desnaturacéo inicial a 94°C por dez minutos, seguida de 40 ciclos: 94°C por 45
segundos, 54°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos e posterior extensao
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. Para a padronizacéo da técnica de PCR foram utilizadas amostras de
DNA de animais (felinos domésticos) com diagnostico laboratorial positivo para
hemoplasmose. As condi¢cdes da PCR foram determinadas experimentalmente.



Resultados e Discusséao

Nenhuma das amostras testadas foi positiva na pesquisa de hemoparasitas em
esfregaco sangliineo e na PCR para Mycoplasma haemofelis. Dois dos nove
animais examinados no presente experimento sdo portadores do virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) pelo teste SNAP® Feline Combo. Isso pode ser
explicado pelo fato de que felinos selvagens de cativeiro estio menos expostos
aos fatores de risco de contagio, como presenca de ectoparasitas hemat6fagos
(Willi et al, 2007). Porém, isso nédo significa que também sejam negativos para
Candidatus Mycoplasma haemominutum ja que nos exames da PCR realizados
foram utilizados primers especificos apenas para M. haemofelis e, a pesquisa do
agente em esfregaco sangliineo € pouco sensivel, conforme descrito por WILLI et
al (2005).

Os resultados dos hemogramas dos pequenos e medios felinos estdo
apresentados na Tabela 1 e dos grandes felinos estdo na Tabela 2. Os
hemogramas, de maneira geral, apresentaram-se dentro dos valores de referéncia
para as espécies. Foram observadas linfocitose no hemograma do Leopardus
tigrinus e leucocitose por neutrofilia no hemograma do Puma concolor.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrao dos parametros hematoldgicos observados nos Leopardus
pardalis (2 animais) e Leopardus tigrinus (1 animal) do Parque Zooldgico de Brasilia — DF.

Leopardus Valores de Leopardus Valores de
pardalis Referéncia tigrinus Referéncia*
Hematocrito 40 (£ 3) 35-4 40 38-46
(%)

Hemécias 7,0(x0) 4,07 - 5,33 7,74 5,82 -8,24

(x10°%/uL)

Hemoglobina 13,0 (1) 10,51 - 15,23 13,33 13,73 - 16,93
(g/dL)

VCM (fL) 62 (+0) 77-9% 51,67 49-75
CHCM (%) 32(x1) 27-36 33,25 33-39
Leucécitos 9.000 (= 1) 6,2-124 4.750 4,1-9,6

(/uL)
Bastonetes 0 0-212 0 0-66
(fuL)
Segmentados 6.739 (x 706) 4407 - 9771 380 2719 -7369
(/uL)
Linfécitos (/pL) 950 (= 14) 751 — 2309 4.180 907 - 2679
Monécitos (/uL) 294 (+ 150) 0-292 190 0-157
Eosindfilos 717 (+448) 137 — 886 0 0- 249
(/L)
Basofilos (/uL) 0 - 0
PPT (g/dL) 8,0(x1) 85-95 7,6 7,29,1
Plaquetas (/pL) 327.500 - 255.000
(+ 60.104)

*Fonte: Santos, 1999. PPT — Proteina Plasmatica Total

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao dos parametros hematoldgicos observados nos Panthera leo (3
animais), Panthera onca (2 animais) e Puma concolor (1 animal) do Parque Zooldgico de Brasilia— DF.

Panthera Valores de Panthera Valores de Puma Valores de
leo Referéncia onca Referéncia concola Referéncia




Hematdcrito (%) a1 (z2) 39,1 (£ 5,4) 36 (£9) 33- 40 31 33-44

Hemacias 8,0 (x1) 7,9 (x1,23) 7,0 (1) 5,55- 7,97 5,44 6,89 -8,17
(x10%/uL)
Hemoglobina 14,0 (1) 13 (£ 2) 12,0 (= 3) 10,66 - 14,02 10,33 13,73 -15,59
(9/dL)
VCM (fL) 52 (+3) 49,9 (= 4,5) 50 (+ 5) 47 - 65 56,98 50 - 55
CHCM (%) 33 (x0) 33,2 (£2,9) 33(x0) 29- 37 33,32 33-40
Leucécitos (/pL) 8.000 4290 10.000 8,9-157 17.650 8,56-14,3
*1) (£ 1035) (x1)
Bastonetes (/uL) 24 (+43) - 107 (x 151) 0-340 0 0-132
Segmentados (/uL) 6.555 9947 7.208 (£509) 6985 - 12476 14.120 2659 - 8329
(+373) (+3632)
Linfécitos (/uL) 1.005 1904 1.896 757 - 2606 1.942 189 - 5290
(+761) (+ 1164) (+1.708)
Monécitos (/uL) 228 (+200) 474 (+ 357) 107 (+151) 58- 279 530 0-412
Eosinéfilos (/uL) 503 (+370) 454 (+ 408) 333 (+16) 125 - 955 1059 0-252
Basofilos (/uL) 36 (+41) 264 (+ 437) 0 - 0 -
PPT (g/dL) 8,0 (1) - 8,0 (+1) 8,5-9,9 10 9,3-10,6
Plaquetas/ pL 275.000 285000 271.250 - 295.000 -
(+71.842) (+ 105000) (+104.298)

*Fonte: Santos, 1999. PPT — proteina plasmatica total

A presenca de M. haemofelis e de Candidatus Mycoplasma haemominutum é
pouco reportada em felinos selvagens de cativeiro do Brasil (Guimaraes et al,
2007). Contudo, em estudos realizados em felinos selvagens dos Estados Unidos
foi observada a prevaléncia de 10% de animais positivos para hemoplasmose
felina (Haefner et al, 2003). Recentemente, uma terceira espécie de hemoplasma,
Candidatus Mycoplasma turicensis (Willi et al, 2005), foi relatada acometendo um
felino selvagem da Fundacado Parque Zooldgico de Sao Paulo (Willi et al, 2007).

O M. 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 cirirgicos. O aparecimento da doenca causada pelo
Mycoplasma haemofelis em gatos domeésticos esta intimamente ligado com a
infeccdo destes com o virus da FelLV, onde, em torno de 40% a 50% dos animais
com a clinica de hemoplasmose séo FelV positivos, pois o FeLV pode suprimir a
resposta imunitaria dos gatos, aumentando a suscetibilidade do animal. Em
contraste, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) ndo parece
aumentar a gravidade da anemia quando associado ao Mycoplasma haemofelis
(HARVEY, 2006). No presente trabalho nao foi observado a relagcdo da presenca
do virus da imunodeficiéncia felina e a infec¢cdo por M. haemofelis, uma vez que
os dois animais que eram positivos para FIV ndo foram positivos nos exames da
PCR, denotando que os felinos silvestres podem apresentar predisposicdo
diferente em relacao aos felinos domeésticos.

Conforme pode ser observado nas tabelas 1 e 2, os felinos silvestres do Parque
Zoolégico de Brasilia apresentam hemogramas dentro dos valores esperados para
a espécie, denotando que os animais apresentamse clinicamente higidos. A
linfocitose observada no hemograma do Leopardus tigrinus e leucocitose por
neutrofilia no hemograma do Puma concolor, podem ter sido ocasionadas devido
ao estresse da captura, uma vez que o cortisol liberado nestas situagbes pode
resultar na liberacédo de linfocitos dos tecidos linfoides, particularmente dos felinos,



e na desmarginalizacdo de neutréfilos segmentados ocasionando leucocitose
(Jain, 1993).

Conclusbes

Apesar do pequeno numero de animais estudados do Parque Zoolégico de
Brasilia, pode-se constatar que os hemogramas encontram-se dentro dos valores
de referéncia para as espécies e que nenhum animal apresentou infeccdo para M.
haemofelis, denotando que os animais encontram-se higidos.

Mais estudos devem ser realizados para que se verifique a presenca de outros
agentes causadores de hemoplasmose felina, como Candidatus Mycoplasma
haemominutum ou Candidatus Mycoplasma turicensis.
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