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RESUMO

Micoplasmas hemotropicos, sdo bactérias do género Mycoplasma, que se aderem a superficie
de eritrécitos, sem levar ao rompimento da membrana. Das trés espécies descritas infectando
gatos, Mycoplasma haemofelis € o mais patogénico. Apesar de ja descrito em diversos paises,
incluindo o Brasil, ndo ha dados sobre a prevaléncia de Mycoplasma haemofelis no estado de
Santa Catarina. O objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia de Mycoplasma haemofelis
em gatos na regido do planalto de Santa Catarina, Brasil, bem como, avaliar as alteragdes
clinicas, hematoldgicas e os possiveis fatores que expdem os felinos a infeccdo. Foram
analisadas 274 amostras de sangue de gatos domiciliados e semi-domiciliados, provenientes da
rotina clinica do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina
(HCV-UDESC) por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que amplifica o gene da
regido 16S rRNA. Foram compilados dados do hemograma, alteragdes clinicas e
epidemioldgicas apresentadas no momento do diagnostico, submetidas a analise estatistica
descritiva, teste de medianas e analise de regressao logistica. A amostra original foi dividida
em Grupo 1, composto pelos animais positivos para M. haemofelis, Grupo 2 coinfectados por
M. haemofelis e FeLV e Grupo 3 negativos para M. haemofelis e considerados saudaveis (grupo
controle). A prevaléncia obtida para M. haemofelis foi 6,57% (18/274) (IC de 95% 3,63-9,49%).
Entre os animais positivos, 33,33% (6/18) tinham coinfeccéo por FeLV, 5,55% (1/18) por FIV
e 5,55% (1/18) por FIV e FeLV. Gatos machos apresentaram sete vezes mais chance de se
infectarem por M. haemofelis (p<0,001; OR: 7,07). Quando a idade o Grupo 1, com mediana
de 4,25 anos, apresentou animais significativamente mais velhos que o Grupo controle (p=
0,042). Apenas trés animais apresentaram alteracGes clinicas relacionadas ao M. haemofelis que
foi palidez de mucosa em decorréncia de anemia. Grupo 1 obteve diferenca estatistica quando
comparado ao controle nos valores de hemoglobina, volume globular (VG) e neutrofilos
bastonetes. Conclui-se que a infec¢do por M. haemofelis esta presente na regido do planalto de
Santa Catarina, Brasil, com maior prevaléncia de machos, adultos. A maioria dos gatos
infectados ndo apresentaram alteracdes clinicas, sugerindo que a positividade encontrada foi

composta principalmente por animais portadores.

Palavras-chave: hemoplasma, medicina felina, diagndstico, biologia molecular.



ABSTRACT

Hemotropic Mycoplasmas are bacteria of the Mycoplasma genus, which adhere to the surface
of erythrocytes, without breaking the membrane. Of the three species described infecting
domestic cats, Mycoplasma haemofelis is the most pathogenic. Although already described in
several countries, incluing Brazil, there are no data on the prevalence of Mycoplasma
haemofelis in State of Santa Catarina. The aim of this study was to determine the prevalence of
Mycoplasma haemofelis in cats in the plateau region of Santa Catarina, Brazil, as well as to
assess clinical and hematological changes and possible factors that expose cats to infection. A
total of 247 blood samples from domestic and semidomiciled cats from the clinical routine of
the veterinary Hospital of the Santa Catarina State University (HCV-UDESC) were analyzed
using the polymerase chain reaction (PCR) that amplifies the gene of the 16S rRNA region.
Blood count data, clinical and epidemiological changes presented at the time of diagnosis were
compiled, submitted to descriptive statistical analysis, median test and logistic regression
analysis. The original sample was divided into Group 1, composed of animals positive for
Mycoplasma haemofelis, Group 2 co-infected with Mycoplasma haemofelis and FeLV, and
Group 3 negative for Mycoplasma haemofelis and considered healthy (control Group). The
prevalence obtained for Mycoplasma haemofelis was 6.57% (18/274) (Cl: 95% 3.63-9.49%).
Among the positive animals, 33.33% (6/18) had coinfection by FeLV, 5.55% (1/18) by FIV and
5.55% (1/18) by FIV and FeLV. Male cats were seven times more likely to be infected with
Mycoplasma haemofelis (p<0.001; OR: 7.07). As about age, Group 1 with median f 4.25 years,
presented animals significantly older than the control Group (p 0,042). Only three animals
showed clinical changes related to Mycoplasma haemofelis, which was pale mucosa due to
anemia. Group 1 had statistical difference When comparedto the control in values of
hemoglobina, hematocrit and neutrophil rods. It is concluded that Mycoplasma haemofelis
infection is present in the plateau region of Santa Catarina, Brazil with a higher prevalence of
adult males. Most infected cats did not show clinical changes suggesting that positivity found

was mainly composed of carrier animals.

Keywords: hemoplasm, feline medicine, diagnosis, molecular biology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o segundo pais com maior populagdo de cdes e gatos, e 0 terceiro pais em
populacéo total de animais de estimacdo, atingindo a marca dos 139,3 milhdes (ABINPET,
2021). O gato esta presente em 19,3% dos domicilios brasileiros, o equivalente a 14,1 milhdes
de unidades domiciliares. Na regido sul, 21,2% dos domicilios possuem pelo menos um gato
(IBGE, 2020) e a populagdo estimada para a espécie no Brasil é de 23,9 milhdes (ABINPET,
2021). O pais, portanto, apresenta alta populacdo de gatos, o que néo se reflete quanto aos dados
e pesquisas a respeito das enfermidades infecciosas que os afetam. O fato destes animais serem
cada vez mais inseridos no convivio doméstico, justifica a importancia do conhecimento sobre
essas doencas.

Micoplasmas hemotropicos, sdo bactérias do género Mycoplasma, que se aderem a
superficie de eritrdcitos, as parasitando sem levar ao rompimento da membrana. Das trés
espécies do género descritas infectando gatos, Mycoplasma haemofelis é o mais patogénico.
Estudos relatam que a presenca de M. haemofelis parasitando os eritrocitos tenha sido
encontrada em até 38% dos gatos, e destes, apenas 7,9% teriam apresentado alguma alteragédo
hematoldgica, além da variagdo normal dos parametros do hemograma, confirmando a
existéncia de portadores assintomaticos (CARNEY; ENGLAND, 1993). A anemia € a principal
alteracdo clinica e pode ser causada pela hemolise extravascular ou intravascular, como descrita
em alguns gatos (QUINN et al., 2011).

A deficiéncia imunologica que o virus da leucemia felina (FeLV) causa, facilita a
infeccdo de agentes oportunistas como M. haemofelis (SANTOS et al., 2011). O impacto da
coinfecdo por FeLV e Mycoplasma sp. ja foi estabelecido (TASKER, 2010). No entanto, no
Brasil os estudos epidemioldgicos sdo escassos e restritos aos grandes centros urbanos
(MACIEIRA et al., 2008; RAIMUNDO et al., 2016; MARCONDES et al., 2018; MUNHOZ et
al., 2018; PEREIRA, 2018; PETRY et al., 2020). No estado de Santa Catarina ndo ha estudos
sobre a prevaléncia de M. haemofelis. Um estudo, que avaliou a causa de ébitos em gatos do
planalto catarinense necropsiados no periodo de 1995 a 2015 pelo Laboratério de Patologia
Animal (LAPA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) demonstrou que a
micoplasmose foi uma das principais causa mortis de origem infecciosa, sendo responsavel por
7,33% dos 6bitos (WITHOEFT et al., 2019). A infecdo por Mycoplasmas sp. tem grande
importancia em medicina felina pois é causa de anemia e imunossupressao.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ganhou grande visibilidade desde seu
desenvolvimento por ser até entdo o método mais especifico e sensivel, tendo grande

importancia no diagnostico complementar de diversas doengas e protocolos ja consolidados

16



16

para babesiose, teileriose e doenca da arranhadura do gato, dos quais possuem organismos em
que o cultivo ndo é bem-sucedido. O mesmo ocorre no diagndstico da micoplasmose,
apresentando uma alternativa as limitacfes encontradas pela identificacdo da bactéria por
avaliacdo do esfregaco sanguineo. Em 1998 a técnica de PCR foi estabelecida para M.
haemofelis. Berent e colaboradores (1998) identificaram uma porcdo de &cido nucléicos unica
do patdgeno presente na sequéncia do gene 16S rRNA. Os resultados indicaram que os primers
podem detectar a bactéria em amostras de sangue obtidas de gatos durante as fases sintomatica
e assintomatica. Mycoplasma haemofelis pode iniciar uma fase carreadora crénica quando o
gato recebe atendimento de suporte que permita sua recuperacdo mesmo nao recebendo
antibioticos. Estes gatos geralmente possuem volume globular (VG) limitrofe e a bactéria pode
ser detectada de maneira esporadica durante o exame do esfregaco sanguineo (BERENT et al.,
1998). Estas vantagens fazem com que a PCR seja 0 método de elei¢do para o diagndstico
destes organismos, permitindo inclusive a diferenciacdo entre as espécies micoplasmares, o que
ndo se atingiria apenas por esfregacos sanguineos (WILLI et al., 2007).

Os métodos moleculares séo essenciais no diagnostico da infecgdo por Mycoplasma spp.
A analise citologica do esfregaco sanguineo quando comparado a métodos baseados na pesquisa
de material genético, mostra-se menos sensivel. Macieira e colaboradores (2009) descrevem
maior sensibilidade da PCR em relacdo a analise do esfregago sanguineo, no qual, de um total
de 149 felinos avaliados, 18 eram positivos para pelo menos uma das espécies de Mycoplasma
testadas (M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’) e, somente um deles foi positivo na

analise citologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Determinar a prevaléncia e os fatores associados a infec¢do por Mycoplasma haemofelis
em gatos no planalto de Santa Catarina, bem como, avaliar as alteragBes clinicas e
hematoldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Aplicacdo da técnica de PCR para o diagnostico de M. haemofelis;
b. Determinar a prevaléncia de M. haemofelis em gatos naturalmente infectados no
planalto de Santa Catarina;
c. Estabelecer correlacGes entre a ocorréncia de M. haemofelis com FeLV e FIV;
d. Caracterizacdo dos fatores associados a infeccdo por M. haemofelis;
e. Caracterizar as alteracOes clinica e hematologicas dos gatos infectados por M.

haemofelis.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mycoplasma haemofelis

3.1.1 Etiologia

Os micoplasmas hemotrépicos, normalmente conhecidos como hemoplasmas, sao

bactérias gram-negativas que se localizam na superficie dos eritrdcitos (Figura 1). Pertencentes
a classe dos Mollicutes, estas bactérias ndo possuem parede celular, sendo encontradas em uma
ampla variedade de espécies hospedeiras, como humanos, outros mamiferos, peixes, répteis,
artropodes e plantas, podendo causar diferentes graus de anemia hemolitica nos hospedeiros
infectados (ROURA et al., 2010; GUIMARAES et al., 2014).

Figura 1 - Fotomicrografia eletronica de Mycoplasma haemofelis em eritrécito (a,b), observa-
se organismos de formato discoide medindo cerca de 0,5um de diametro e, fissdo binaria na

superficie da célula (seta). Barras representam 1um.

Fonte: WILLI etal., 2011.

Os micoplasmas foram agrupados inicialmente como Rickettsias devido a fatores como
0 seu tamanho pequeno e propriedades de coloracédo, o fato de ndo poderem ser cultivados in
vitro, a sua transmissdo através de vetores artrépodes e de carater hemotrdpico, que 0s
relacionava com a familia Anaplasmataceae (NEIMARK et al., 2001; GUIMARAES et al.,
2014). No entanto, as bactérias pertencentes a esta familia, multiplicam-se por divisdo binaria
dentro das heméacias (NEIMARK et al., 2001), enquanto a anteriormente designada por
Hemobartonella ndo invade os eritrocitos, anexando-se simplesmente a superficie dos mesmos
(HICKS et al., 2015). Mycoplasma spp. era antigamente chamado de Haemobartonella spp.,
porém estudos realizados através da analise de sequenciamento genético, baseados na

subunidade 16S do rRNA, demonstraram que os microrganismos classificados até entdo como
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Haemobartonella spp., deveriam ser realocados e renomeados, visto que sdo mais semelhantes
as formas do género Mycoplasma (RIKIHISA et al., 1997; NEIMARK et al., 2001).

Trés espécies desse género causam infeccdo em gatos: Mycoplasma haemofelis,
Candidatus Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis (PETERS et al.,
2008). Estudos indicam que infeccGes em gatos por M. haemofelis, anteriormente conhecido
como Hemobartonella felis geralmente produzem anemia e sinais clinicos da doenca sendo o
patdégeno causador da micoplasmose felina ou micoplasmose haemotropica felina (MHF)
também conhecida como anemia infecciosa felina (AlF). Este agente é pleomorfico, varia de
pequenos cocos a anéis, podendo formar corddes de trés a seis microrganismos. Candidatus
Mycoplasma haemominutum é pequeno, normalmente se encontra isolado em pequenos cocos
e Candidatus Mycoplasma turicensis, geralmente resultam em infec¢do inaparente e minima
alteracdo no volume globular, exceto nos casos em que estdo associados a outras infeccdes,
como o virus da FIV e FeLV ou outras causas de imunossupressao em gatos. No entanto, ndo
se distingue essas diferentes espécies com base apenas na forma analisadas na microscopia do
sangue (NEIMARK et al., 2001; STAJONOVIK & FOLEY, 2011).

Mycoplasma haemofelis, assim como outros micoplasmas utiliza a glicose como Unica
fonte de energia e possui diversas proteinas de superficie que poderdo estar envolvidas no
escape do sistema imunoldgico do hospedeiro. Essa bactéria se adere a superficie de eritrdcitos
maduros promovendo a lise destes (Figura 2) (BEUGNET & HALOS, 2015).

Figura 2 - Fotomicrografia eletrénica de eritrdcitos infectados por Mycoplasma haemofelis 10
dias apos a infecgdo (a, b). Observa-se estruturas aderidas a superficie do eritrocito, mas que

ndo invadem a célula. Barras representam 0,5um.

—e

Fonte: WILLI et al., 2011.

3.1.2 Epidemiologia e aspectos clinicos da micoplasmose
Acredita-se que a transmissao de M. haemofelis seja principalmente por feridas causadas

por mordeduras de gatos, por esse motivo os gatos mais acometidos tém entre um e trés anos,
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que possuem acesso a rua e atraves da picada de vectores artropodes hematdfagos,
principalmente ixodideos, pulgas e mosquitos. O mecanismo de transmissdo exato ainda é
pouco conhecido, tem-se relatos da infeccdo por hemoplasmas de forma ampla mesmo em
locais aonde ndo hé infestacdo por estes artropodes. Woods et al. (2005) em estudo realizado,
apenas um de seis animais apresentou PCR positivo para M. haemofelis e auséncia de sinais
clinicos, quando se tentou transmitir M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ por meio
de pulgas. Outros vetores como moscas (Stomoxys calcitrans) e mosquitos (Aedes aegypti)
podem estar envolvidos na transmissdo de micoplasmas hemotropicos (NEIMARK et al.,
2001). A forma vertical de transmissdo também é possivel, porém de menor importancia, ndo
se sabe se esta ocorre durante o parto ou pela amamentacao e a transmisséo iatrogénica pode
ocorrer, principalmente em ambientes hospitalares, através da transfusdo sanguinea ou ainda
pela manipulagéo de fomites (PAGE, 2003; HARVEY, 2006; TASKER, 2010).

A infeccdo por M. haemofelis é ciclica, o periodo de incubacdo pds-inoculacdo
intravenosa varia de dois dias a um més, porém também se verificou que a inoculagao por via
subcutanea também pode perdurar por até dois meses (BEUGNET & HALQOS, 2015). A
micoplasmose pode ser dividida em fases aguda e cronica. A fase aguda engloba o periodo entre
0 primeiro e Ultimo pico de bacteremia, esta costuma ser acompanhada de sinais clinicos como
letargia, fraqueza, palidez de mucosas, dispneia, taquicardia, linfadenomegalia, anorexia e
ictericia. Outros sinais podem ser identificados no exame fisico, sdo eles, hepatomegalia,
esplenomegalia, murmurios cardiacos e febre intermitente, sendo que animais extremamente
debilitados apresentaram hipotermia (FOLEY et al., 1998; SYKES, 2003). Esta fase &
classicamente marcada pela destruicdo extravascular de eritrécitos, em 6rgdos do sistema
fagocitico-mononuclear, ou ainda podendo ser intravascular, por meio da lesdo a membrana das
células infectadas, com aumento da permeabilidade osmética. Além do mais, pode se observar
episodios de auto-aglutinacdo em esfregacos sanguineos de animais infectados, ocorrendo
devido a deposicdo dos organismos nos eritrdcitos, levando a exposicdo de antigenos na
superficie destas células e consequentemente, deposicdo de anticorpos anti-eritrocitarios
(MESSICK, 2004).

Este agente infeccioso provoca anemia hemolitica aguda extravascular, podendo por
vezes ser fatal, sendo a alteracdo hematoldgica mais frequente anemia regenerativa macrocitica,
normocrémica, seguida de anisocitose, reticulocitose, policromasia podendo estar
acompanhada de hemécias nucleadas, a anemia causada pelos hemoplasmas apresenta carater
regenerativo, e assim, pode-se encontrar na andlise citologica do esfregago sanguineo

policromasia, anisocitose, macrocitose, reticulocitose e corplsculos de Howell-Jolly
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(TASKER, et al., 2006). A anemia pode se caracterizar como ndo regenerativa se existir outra
doenca relacionada, como FeLV, que possa inibir a eritropoiese (HAEFNER et al., 2015).
Quanto ao leucograma, este ndo apresenta valor diagostico, podendo se mostrar normal, com
leucocitose ou mesmo leucopenia (HARRUS et al., 2002). Observa-se também o proprio
agente na superficie de eritrocitos, visualiza-se pequenos cocos, anéis ou bastonetes que coram
em azul. Pode verificar-se aumento de reticulécitos, podendo ndo ser perceptivel se for
acompanhado de imunossupressdo ou volume globular medio (VGM) baixo (BEUGNET &
HALOS, 2015).

Em gatos infectados com M. haemofelis se observa diminuicdo da contagem de
eritrocitos e hemoglobina (RAMSEY & TENNANT, 2010; QUINN et al., 2011). Alguns casos
a anemia arregenerativa pode ser encontrada e ocorre devido a coinfec¢bes, como FeLV, ou
devido o curto periodo de resposta da medula 6ssea (KEWISH et al., 2004). A hemolise aguda
que pode estar associada a colapso, causa falta de oxigenacdo e o animal pode apresentar
vocalizagdo e sinais neurologicos (BEUGNET & HALQOS, 2015). A existéncia de doencas
concomitantes, imunossupressao ou animais previamente esplenectomizados podem predispor
a infeccdo aguda ou mesmo o reaparecimento da infeccdo (AUGUST, 1992).

A fase cronica normalmente ndo cursa com sinais clinicos, mas os animais podem
apresentar anemia leve. Devido as caracteristicas globais dos micoplasmas, estes sdo capazes
de permanecer latentes no organismo do animal, mesmo ap0s o tratamento especifico
(BERENT, 2003). O fato dos hemoplasmas possuirem alta capacidade de evasdo ao sistema
imune, contribui para o desenvolvimento do estado de portador e, assim permanecerem
positivos a PCR durante meses ou ainda anos apos a infeccdo aguda (NOVACCO et al., 2011).
No caso de M. haemofelis por apresentar grande variedade antigénica contribui na manutencao
da bactéria no hospedeiro (SANTOS et al., 2011). Nos gatos sobreviventes, volta o valor normal
do volume globular e ndo é mais possivel a identificacdo de micoplasmas nos esfregacos
sanguineos. Esta fase tem a possibilidade do animal eliminar a infec¢éo ou se tornar portador,
estudos relatam gue a anemia nestes gatos pode ser evidenciada em casos de estresse, gestacéo,
neoplasias, ou ainda por administracdo de imunossupressores de forma iatrogénica (BEUGNET
& HALOS, 2015).

3.2 ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE MICOPLASMOSE FELINA

Trabalhos de prevaléncia ndo se referem para predisposi¢fes entre racas ou idade, mas
verificam maior acometimento dos machos, ha estudos que apontam que gatos, machos
(ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013), coinfectados por FIV e/ou FeLV teriam maior risco de
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se infectarem com M. haemofelis (MACIEIRA et al., 2008). O agente se manifesta de
preferéncia em machos, idosos, com acesso a rua, sem raca definida e coinfectados com FIV
ou ainda que a infec¢do ocorre em gatos de 1 a 3 anos, que possuem acesso a rua e com maior
frequéncia na primavera (QUINN et al. 2011; STOJANOVIC & FOLEY, 2011; ARAGAO-
DE-SOUSA et al., 2013; JENKINS et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ, 2013).

Foram realizadas pesquisas em diversos paises sobre prevaléncia de Mycoplasma spp., 0s
resultados desses estudos sdo discrepantes entre si. Na América do Norte, em estudo realizado
na Flérida 8,3% do animais testados foram positivos (LURIA et al., 2004), porém em trabalho
realizado na Suica, relata prevaléncia de 0,5% de gatos positivos para M. haemofelis (WILLI et
al., 2010). J4 em Portugal, NEVES (2013) obteve o valor de 20,7% do agente, bem mais alto
que os 12,81% obtidos em estudo realizado na regido Central-Norte do pais (MARTINEZ-
DIAZ et al., 2013). Essa variagio pode estar relacionada as diferencas climaticas, dos vetores
ou ainda quanto a prestagéo de cuidados de satde desses animais e aos fatores socioecondémicos
(NEVES, 2013). Essas diferencas também s&o observadas na Italia, onde na mesma regiéo se
tinha 10,8% (SPADA et al., 2014), e trés anos depois o valor identificado diminuiu para 4%
(RAVAGNAN et al., 2017). Os autores do primeiro trabalho italiano atribuem a taxa devido ao
tipo de populacéo que foi amostrada, composta por gatos de rua com diversos fatores de risco
simultaneos, como alta porcentagem de animais nao saudaveis (anémicos, doencas
concomitantes) e probabilidade de interacGes agressivas entre grupos. As diferencas entre
grupos amostrais devido as peculiaridades de cada um, torna a comparacéo entre trabalhos uma
tarefa complexa, como apontou estudo realizado na Espanha (ROURA et al., 2010).

No Brasil existem pesquisas sobre prevaléncia da infeccdo por M. haemofelis realizadas
em todas as regides do pais (Figura 3). Na cidade de S&o Luis, Maranh&o, estudo realizado por
Braga et al. (2012) por meio de PCR, detectou 2,5% em populacdo de 200 gatos com acesso a
rua. Trabalho realizado em Cuiaba, também utilizando PCR obteve resultado semelhante de
2,2% de positividade para M. haemofelis (MICELI et al., 2013). Em Belém, Para estudo
comparou gatos de rua capturados pelo centro de controle de zoonoses, gatos domiciliados e
saudaveis e gatos domiciliados que apresentavam alguma afeccdo, em que encontrou
prevaléncia de 1,49% para M. haemofelis, fazendo uso da PCR (SINEREY et al., 2013). A
prevaléncia encontrada em um trabalho de 300 gatos em Uberlandia foi de 1,34%, por meio de
avaliacdo do esfregaco sanguineo (PEREIRA, 2018). Na cidade do Rio de Janeiro um estudo
contendo 149 felinos realizado por Macieira et al. (2008), utilizando a técnica de PCR, obteve
uma prevaléncia de 6,04% para M. haemofelis, dos quais a idade média dos animais infectados

foi de 5,9 £ 3,5 anos, sendo que entre os principais fatores associados estava positividade para
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retrovirus, histérico de brigas/mordidas, presenca de coabitantes mas nenhuma associacéo a
presenca de pulgas. Anos mais tarde com uso da PCR em Seropédica-RJ, obteve-se 4,6% de
positividade para M. haemofelis, 1% deste nimero amostral estava ainda coinfectado por outro
tipo de micoplasma felino, a frequéncia de ocorréncia de hemoplasmas pareceu variar conforme
as estacOes, durante o verdo teve maior ocorréncia de M. haemofelis (7,7%) e Candidatus M.
haemominutum (17,9%) (p<0,05) (RAIMUNDO et al., 2016). Em Aracatuba-SP 8,9% das 90
amostras de sangue coletadas de gatos mesticos provenientes de abrigos ou do atendimento em
Hospital Universitario Veterinario e submetidas a analise por PCR foram positivas para M.
haemofelis (MARCONDES et al., 2018).

Figura 3 - Estudos com resultados de prevalénvias de Mycoplasma haemofelis realizados no
Brasil.
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No Rio Grande do Sul, Petry et al. (2020) avaliaram 192 gatos utilizando a PCR, na qual a

Fonte: autoria prépria.

prevaléncia para Candidatus M. haemominutum, Mycoplasma haemofelis e Candidatus M.
turicensis juntos foi de 14,6%, e 7,83%, 4,17% e 1.56%, respectivamente.

Em Santa Catarina, apesar de ndo terem trabalhos que avaliaram a prevaléncia de
Mycoplasma sp. em gatos, este foi elencado como uma das principais doencas bacterianas
responsavel pela morte dos gatos. Entre os animais que vieram a Obito devido a doencas
infecciosas (273 gatos), 7,33% ocorreram devido a infec¢cdo por Mycoplasma sp., sendo mais
relatada em gatos machos adultos 55% (11/20) (WITHOEFT et al., 2019).

24



24

3.3 ASSOCIACAO DO Mycoplasma haemofelis COM INFECCAO POR FeLV e FIV

O potencial debilitante caracteristico dos retrovirus FIV e FeLV aumentam as chances
de um animal positivo ter sinais clinicos mais graves da micoplasmose. De acordo com Santos
etal. (2011) entre 20 a 40% de gatos doentes ou com anemia estdo infetados com M. haemofelis
e cerca de 40% a 50% dos gatos infetados com sinais clinicos de M. haemofelis sdo FeLV
positivos. Esses dados estdo de acordo com o observado por Ramsey & Tennant (2010), que
designou o FeLV como cofator no desenvolvimento de anemia infeciosa felina em zonas onde
este virus € comum, estimando que certa de 50% dos gatos esta coinfectado com M. haemofelis.
Devido a supressdo da resposta imune causada pelo FeLV, esta pode facilitar a infec¢do por
micoplasmas hemotropicos, ja que uma pequena carga bacteriana ja é o suficiente para causar
a doenca ou mesmo deixar ativa uma infeccao que até entdo se encontrava latente (SANTOS et
al., 2011).

Esta importéncia se deve a capacidade dos virus (FIV e FeLV) de originarem doencas
neoplasicas, alteracdes hematoldgicas, imunossupressdo e serem de facil disseminacdo. A
facilidade de contagio do animal pode ser dependente da prevaléncia de cada um destes agentes
(FIV, FeLV e Mycoplasma spp.) (AZEVEDO, 2017). Gatos infectados por esses virus, podem
desenvolver sindromes clinicas, abrindo espaco para infeccbes de carater oportunista e
agravando o quadro clinico sendo a mais expressiva a micoplasmose felina (RIVETTI-
JUNIOR, 2006; ARAGAO-DE-SOUSA et al., 2013; MUNHOZ et al., 2018).

No planalto de Santa Catarina um trabalho recente identificou prevaléncia de 22,26%
para FeLV e 5,84% para FIV (BIEZUS et al., 2019a). Outro estudo realizado pelos mesmos
autores demostrou que a anemia foi a alteracdo hematologica mais encontrada, a maioria de
carater grave, arregenerativa, do tipo normocitica e normocrémica. Em 13,79% destes animais
houve desenvolvimento de ictericia resultante do quadro de anemia intensa, podendo estar
correlacionada por coinfeccdo com Mycoplasma spp. (BIEZUS et al., 2019b). Outros dois
estudos na regido no planalto catarinense, um que pesquisou a associacao entre a formacao de
tumores por meio da caracterizacdo patoldgica de linfomas, de acordo com aspectos anatdbmicos
e histoldégicos marcaram com reagente anti-FeLV em 56.6% da coorte e outro sobre o
desenvolvimento de leucemia, e sua correlacdo com as infeccBes pelos virus da FIV e FeLV
por meio de imuno-histoquimica (IHQ), onde 78,4% tiveram marcacdo positiva para antigeno
da FeLV na medula 6ssea e 16,2% com marcacdo positiva para FIV (CRISTO et al., 2019a;
2019b), salientam quédo habitual é a presencga desses retrovirus na regido, e este conjunto de

dados sugere também que a micoplasmose é uma doenca importante na localidade.
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Independente da forma a qual venha a ocorrer a interacdo entre estes agentes, geralmente
um gato infectado com FeLV e M. haemofelis apresenta sinais clinicos mais graves. Ha anemia
grave nado regenerativa, prostracdo e emacia¢do, ndo responsivo ao tratamento e um prognastico
reservado. Diferentemente, uma infecdo concorrente de M. haemofelis e FIV n&o aparenta
causar uma anemia mais grave do que quando o animal tem apenas M. haemofelis (HARVEY,
2006).

3.4 METODOS DE DIAGNOSTICO DE Mycoplasma spp.

A infeccdo por M. haemofelis é comumente diagnosticada por meio da deteccdo do
microrganismo na superficie dos eritrocitos em esfregagos sanguineos periféricos corados por
diversas técnicas de coloragdo como Romanowsky: Giemsa, May-Grunwald-Giemsa, Wright e
Wright-Giemsa. O Giemsa, quando comparado aos corantes a base de azul-de-metileno possuiu
sensibilidade 20% maior (BOBADE & NASH, 1987). Este método é considerado pouco
sensivel uma vez que apenas se consegue identificar a bactéria nos esfregacos em menos de
50% dos gatos infectados na fase aguda da doenca (RIVETTI-JUNIOR, 2006). O sangue deve
preferencialmente ser colhido da parte interna do pavilhdo auricular, otimizando assim a
possibilidade de se encontrar o microrganismo. Deve-se realizar a colheita de sangue total sem
anticoagulante &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), este anticoagulante pode fazer com
que o agente se desprenda da superficie dos eritrdcitos, e assim, impedir a identificacdo destes
pela microscopia Optica. Falsos positivos podem acontecer quando ocorre precipitacdo de
estruturas devido a secagem e fixacdo incorreta dos esfregacos sanguineos, assim como a
presenca de resquicios nucleares dos eritrocitos conhecidos como corpusculos de Howell-Jolly,
que devem ser diferenciados de M. haemofelis no teste por visualizacdo direta ou pela
confirmacéo pela técnica de PCR, o que é mais recomendado (BEUGNET & HALOS, 2015).

A bacteremia pode tanto aumentar quanto diminuir de hora em hora, 0 que torna o
diagnostico por este método um achado clinico em casos de suspeitas de anemia infecciosa.
Pode ser necessario que se realize colheitas por sete dias consecutivos, para que Se possa
observar o agente no esfregaco, ainda assim, alguns autores relatam a necessidade que esse
periodo seja de pelo menos 10 dias, casos de flutuacdes ciclicas com abruptas quedas de
hematocrito e o nimero de eritrocitos infectados chega a variar de 90% a 1% num periodo de
apenas trés horas (BEUGNET & HALOS, 2015).

Métodos soroldgicos como Western blot (ALLEMAN et al., 1999) imunofluorescéncia
indireta (RIFI) também sdo utilizados para identificacdo. Apesar do progresso de técnicas

soroldgicas e de citometria, testes soroldgicos para diagnéstico da micoplasmose mesmo que
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demonstrando alta sensibilidade ndo estdo disponiveis comercialmente, possivelmente devido
ao carater de portador que a bactéria pode induzir (BEUGNET & HALOS, 2015). Algumas
variagdes antigénicas entre tipos de M. haemofelis podem n&o possuir rea¢Ges cruzadas gerando
falsos negativos.

Cerca de 50% dos gatos séo falsos negativos na observacéo do esfregaco, por isso deve
ser utilizada a técnica da PCR para confirmacdo do diagndstico. Este € o método de eleicdo para
o diagnostico, devido a maior sensibilidade e especificidade frente ao exame citolégico usual,
identificando até mesmo as diferentes espécies de micoplasmas felinos (QUINN et al. 2011).
Utilizando sangue ou amostras de tecidos dos animais infectados, a técnica tem como base a
amplificacdo da zona do gene 16S do rRNA, sendo possivel detectar resultado positivo a partir
de 100 organismos/ml de sangue (WILLI et al., 2007; BEUGNET & HALOS, 2015). No
entanto, o uso da técnica nao dispensa uma boa interpretacdo dos sinais clinicos apresentados
pelo animal, sendo que um resultado positivo na PCR néo significa que a infecgéo esteja ativa,
pois esses animais podem se tornar portadores sem a manifestacdo de sintomatologia clinica
(BARKER et al., 2011). Por este motivo, na rotina clinica, os resultados da PCR devem sempre
ser associados aos sinais clinicos apresentados.

InfeccOes por babesiose felina e cytauxzoonose possuem sinais clinicos como anorexia,
depresséo, letargia, perda de peso e ictericia principalmente na fase aguda, e devem ser
incluidas no diagnostico diferencial da micoplasmose (RAMNSEY & TENNANT, 2010),
Outras causas de anemia hemolitica, tais como intoxicacdo por diferentes agentes ou drogas e
anemia hereditaria comum nas racas Abissinios e Somali, assim como a peritonite infecciosa
felina (PIF), em sua fase inicial deve ser considerada também como diagnoéstico diferencial
devido a semelhanca entre os sinais clinicos que séo inespecificos, como a anorexia, perda de
peso e palidez de mucosas (SYKES, 2010).

3.5 TRATAMENTO E PREVENCAO DA MICOPLASMOSE FELINA

Na micoplasmose felina pode ser necessario tratamento de suporte caso a anemia seja
grave, incluindo a correcdo da desidratacdo com fluidoterapia e/ou transfusfes sanguineas. O
suporte nutricional também € importante, se necessario colocar uma sonda nasogastrica para
alimentacdo em animais com hiporexia/anorexia, mas em todos o0s casos 0 ponto crucial é
limitar o estresse pelo qual o animal esteja sujeito. Gatos infectados, com sucesso no tratamento,
ficam geralmente portadores e ndo demonstram recidivas (TASKER; LAPPIN, 2002).

Os animais sintomaticos devem ser medicados com antibioticoterapia. A tetraciclina de

eleicdo para gatos é a doxiciclina, por ter menos efeitos colaterais. Estudos demonstram que
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alguns gatos apresentam vomito quando a doxiciclina é dada uma vez ao dia na dose de
10mg/kg. Nestes casos recomenda-se entdo que seja ministrada a dose 5mg/kg duas vezes ao
dia por via oral (VO). A terapéutica deve ser continuada por um periodo de 14 a 21 dias. A
enrofloxacina é uma segunda opcao de antibiotico, para uso em gatos intolerantes a doxiciclina,
no entanto, deve-se tomar cuidado com sua administracdo, ndo ultrapassando a dose de 5 a 10
mg/kg por dia, VO, por 2 a 3 semanas Visto que estudos ja observaram o aparecimento de
cegueira subita em gatos tratados com enrofloxacina. A cegueira subita pode estar associada a
degeneracdo retiniana difusa, considerada por alguns autores como reacdo rara e idiossincratica
(TASKER & LAPPIN 2002). Uma opg¢do de tratamento em alternativa os antibiéticos de
primeira escolha a pradofloxaxina, que tem como beneficio diferentemente da enrofloxaxina,
nédo levar a atrofia da retina em gatos. Gatos intolerantes, tanto a doxiciclina e enrofloxaxina
podem ser tratados com 2 a 4 injecOes de dipropionato de imidocarb na dose de 5mg/kg
intramuscular (IM) ou subcutaneo (SC) a cada 2 semanas (BEUGNET & HALQOS, 2015).

A anemia induzida por Mycoplasma spp. é em parte imunomediada, recomendando-se
assim, administrar glicocorticoides. A predinisolona na dose de 2mg/Kg uma vez ao dia € a
mais utilizada, sendo que esta pode diminuir a eritrofagocitose, aumentar o apetite e estimular
a medula 0ssea. A retirada deste medicamento deve ser gradual, diminuindo sua dose em um
periodo de trés semanas conforme ocorrer aumento no volume globular, sendo podera
causarimunossupressao ainda maior, exacerbando ainda mais os sinais clinicos, sendo indicada
por alguns autores somente em casos de pacientes que ndo respondam a terapéutica com
antibidticos isolados, ou quando o diagndstico ainda ndo é certo (BEUGNET & HALOS, 2015).
O uso de glicocorticoides deve ser evitado inclusive em gatos com doenca cardiaca e diabetes
mellitus (TASKER & LAPPIN, 2002). Ja os animais positivos na PCR e subclinicos ndo se
recomenda a administracdo de antibidticos, ja que ndo se garante que o tratamento com
antibidticos elimine a infeccdo, ndo sendo aconselhavel tratar pacientes positivos para que estes
sejam utilizados como doadores de sangue (BEUGNET & HALOS, 2015). Segundo Tasker &
Lappin (2002), ideal seria que gatos que irdo ser utilizados como doadores de sangue sejam
previamente testados, com a técnica de PCR para Mycoplasma spp.

O combate de ectoparasitas, como pulga e carrapato, é importante para um programa de
prevencdo a micoplasmose, trazendo melhor qualidade de vida e menores riscos ao animal
(WILLI, 2007). Estudos mostram que gatos FeLV positivo sdo mais predispostos a desenvolver
a doenca, desta forma, a prevencao inclui o diagnéstico desse agente, além da vacinacdo dos
animais ndo infectados (RAMSEY & TENNANT, 2010; QUINN et al. 2011). A castragdo
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nestes animais também é indicada, visto que diminui a agressividade, evitando-se brigas e
diminui as saidas a rua (ALLISON & HOOVER, 2003).
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4 INFECCAO POR Mycoplasma haemofelis EM GATOS DO PLANALTO
CATARINENSE: PREVALENCIA, FATORES ASSOCIADOS,
ALTERACOES CLINICAS E HEMATOLOGICAS

RESUMO

Micoplasmas hemotropicos, sdo bactérias do género Mycoplasma, que se aderem a superficie
de eritrdcitos, sem levar ao rompimento da membrana. Das trés espécies descritas infectando
felinos domésticos, Mycoplasma haemofelis é o mais patogénico. Apesar de ja descrito em
diversos paises, ndo ha dados sobre a prevaléncia de M. haemofelis no estado de Santa Catarina.
O objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia de M. haemofelis em gatos na regido do
planalto de Santa Catarina, Brasil, bem como, avaliar as alteragdes clinicas, hematoldgicas e 0s
possiveis fatores que expdem os felinos a infeccdo. Foram analisadas 274 amostras de sangue
de gatos domiciliados e semi-domiciliados, provenientes da rotina clinica do Hospital de
Clinicas Veterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (HCV-UDESC) por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que amplifica o gene da regido 16S rRNA. Foram
compilados dados do hemograma, alteracdes clinicas e epidemioldgicas apresentadas no
momento do diagndstico, submetidas a analise estatistica descritiva, teste de medianas e analise
de regressdo logistica. A amostra original foi dividida em Grupo 1, composto pelos animais
positivos para M. haemofelis, Grupo 2 coinfectados por M. haemofelis e FeLV e Grupo 3
negativos para M. haemofelis e considerados saudaveis (grupo controle). A prevaléncia obtida
para M. haemofelis foi 6,57% (18/274) (IC de 95% 3,63-9,49%). Entre os animais positivos,
33,33% (6/18) tinham coinfecgdo por FeLV, 5,55% (1/18) por FIV e 5,55% (1/18) por FIV e
FeLV. Gatos machos apresentaram sete vezes mais chance de se infectarem por M. haemofelis
(p<0,001; OR: 7,07). Quando a idade o Grupo 1, com mediana de 4,25 anos, apresentou animais
significativamente mais velhos que o Grupo controle (p=0,042). Apenas trés animais
apresentaram alteracdes clinicas relacionadas ao M. haemofelis que foi palidez de mucosa em
decorréncia de anemia. Grupo 1 obteve diferenca estatistica quando comparado ao controle nos
valores de hemoglobina, volume globular (VG) e neutrofilos bastonetes. Conclui-se que a
infeccdo por M. haemofelis presente na regido do planalto de Santa Catarina, Brasil tem maior
prevaléncia de machos, adultos. A maioria dos gatos infectados ndo apresentaram alteracfes
clinicas, sugerindo que a positividade encontrada foi composta principalmente por animais

portadores.

Palavras-chave: hemoplasma, medicina felina, diagndstico, biologia molecular.
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Mycoplasma haemofelis INFECTION IN SANTA CATARINA’S PLATEAU CATS:
PREVALENCE, ASSOCIATED FACTORS, CLINICAL AND HEMATOLOGICAL
CHANGES

ABSTRACT

Hemotropic Mycoplasmas are bacteria of the Mycoplasma genus, which adhere to the surface
of erythrocytes, without breaking the membrane. Of the three species described infecting
domestic cats, Mycoplasma haemofelis is the most pathogenic. Although already described in
several countries, incluing Brazil, there are no data on the prevalence of Mycoplasma
haemofelis in State of Santa Catarina. The aim of this study was to determine the prevalence of
Mycoplasma haemofelis in cats in the plateau region of Santa Catarina, Brazil, as well as to
assess clinical and hematological changes and possible factors that expose cats to infection. A
total of 247 blood samples from domestic and semidomiciled cats from the clinical routine of
the veterinary Hospital of the Santa Catarina State University (HCV-UDESC) were analyzed
using the polymerase chain reaction (PCR) that amplifies the gene of the 16S rRNA region.
Blood count data, clinical and epidemiological changes presented at the time of diagnosis were
compiled, submitted to descriptive statistical analysis, median test and logistic regression
analysis. The original sample was divided into Group 1, composed of animals positive for
Mycoplasma haemofelis, Group 2 co-infected with Mycoplasma haemofelis and FeLV, and
Group 3 negative for Mycoplasma haemofelis and considered healthy (control Group). The
prevalence obtained for Mycoplasma haemofelis was 6.57% (18/274) (Cl: 95% 3.63-9.49%).
Among the positive animals, 33.33% (6/18) had coinfection by FeLV, 5.55% (1/18) by FIV and
5.55% (1/18) by FIV and FeLV. Male cats were seven times more likely to be infected with
Mycoplasma haemofelis (p<0.001; OR: 7.07). As about age, Group 1 with median f 4.25 years,
presented animals significantly older than the control Group (p 0,042). Only three animals
showed clinical changes related to Mycoplasma haemofelis, which was pale mucosa due to
anemia. Group 1 had statistical difference When comparedto the control in values of
hemoglobina, hematocrit and neutrophil rods. It is concluded that Mycoplasma haemofelis
infection is present in the plateau region of Santa Catarina, Brazil with a higher prevalence of
adult males. Most infected cats did not show clinical changes suggesting that positivity found

was mainly composed of carrier animals.

Keywords: hemoplasm, feline medicine, diagnosis, molecular biology.
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4.1 INTRODUCAO

Os micoplasmas sdo microorganismos extracelulares, ausentes de parede celular e
possuem genoma pequeno, tornando-se necessariamente dependentes do seu hospedeiro
(DUARTE et al.,, 2015). Por muitos anos considerados parte do grupo das Rickettsias,
denominados como “hemobartonella” foram reclassificados e pertencem atualmente ao género
Mycoplasma (PETERS et al., 2008). Esta classificagao foi baseada na analise dos resultados de
sequenciamento genético da regido 16S do rRNA, provando que os hemoplasmas ndo se
encontram no interior dos eritrocitos e causam anemia, diferentemente de Bartonella spp.
(RIKIHISA et al. 1997). Mycoplasma sp. podem infectar diferentes mamiferos, incluindo os
felinos, que parasitam eritrocitos, anexando-se e crescendo a superficie destes (DUARTE et al.
2015), causando anemia hemolitica por hemdlise extravascular de eritrocitos pelo sistema
mononuclear fagocitario, alem de intravascular devido a lesdo direta da membrana e aumento
da fragilidade osmotica, dando a doenga o nome de anemia infecciosa felina, ou micoplasmose,
a doenca clinica é especialmente observada, quando associada a outras enfermidades
imunossupressoras como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina
(FeLV) (SYKES, 2010).

Uma constante causa de anemia e imunossupressao, a infeccdo por Mycoplasma sp. é
de grande importancia na medicina felina, assim como as retroviroses, tanto nos gatos
domésticos de rua quanto os domiciliados, devido ao carater oportunista, quando o virus da
FeLV esta presente, a infec¢do por Mycoplasma sp. pode ser facilitada, o impacto causado por
estes agentes é cada vez mais evidente na pratica felina (SANTOS et al., 2011).

Estudos em gatos identificaram uma prevaléncia de M. haemofelis de 0,5 a 20,7%,
conforme a regido e populacéo estudada (LURIA et al., 2004; ROURA et al., 2010; WILLI et
al., 2010; NEVES, 2013; MARTINEZ-DIAZ et al., 2013; SPADA et al., 2014; RAVAGNAN
et al., 2017). No Brasil, apenas grandes centros urbanos tém relatos epidemioldgicos com M.
haemofelis (MUNHOZ et al., 2018). Em Aracatuba, Sdo Paulo, 8,9% das 90 amostras de sangue
coletadas de gatos mesticos provenientes de abrigos ou do atendimento em Hospital
Universitario Veterinario e submetidas a analise por PCR foram positivas (MARCONDES et
al., 2018). Na cidade de Sé&o Luis, Maranhéo foi detectado pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) 2,5% de prevaléncia (BRAGA et al., 2012). No estado do Mato Grosso, em Cuiab4,
também utilizando a PCR, obteve-se prevaléncia semelhante ao trabalho realizado em S&o Luis,

2,2% (MICELI et al., 2013). O resultado da deteccdo da infecgdo por hemoplasmas na regiéo
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Sul do pais se aproxima dos valores relatados nos trabalhos no Maranh&o e Mato Grosso, em
Porto Alegre, dos 369 gatos testados por meio da PCR, 2,7% eram positivos para M. haemofelis
(SANTOS et al., 2014). Na regido Norte o valor encontrado ao utilizar a técnica de PCR foi o
mais baixo conhecido no pais, ao comparar 201 felinos, entre eles gatos capturados da rua, com
gatos domiciliados doentes e também gatos domiciliados que ndo apresentavam nenhuma
afeccéo, encontrou prevaléncia de 1,49% (SINEREY et al., 2013).

A forma de diagndstico mais utilizada na rotina clinica ainda é a analise citoldgica do
esfregaco sanguineo, a técnica apresenta baixa sensibilidade, podendo levar a resultados falso-
negativos devido a facilidade com que a estrutura bacteriana possa ser confundida com artefatos
da técnica, corpusculos de Howell-Jolly ou pontilhados basofilicos durante a andlise do
esfregaco sanguineo (BEUGNET & HALOS, 2015). Devido as restricbes descritas acerca da
andlise citologica do esfregaco sanguineo, esta foi substituida por téecnicas moleculares, que se
mostraram imprescindiveis no diagnostico da infec¢do por hemoplasmas. Em estudo realizado
por Macieira et al. (2009), quando avaliados 149 felinos para infeccdo por M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’, se obteve maior sensibilidade da PCR em relacdo a anéalise
citologica do esfregaco sanguineo, que identificou apenas um animal positivo, frente aos
dezoito felinos que demostraram PCR positiva para pelo menos uma das duas espécies
pesquisadas.

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia das infeccdes por Mycoplasma
haemofelis na populacdo de gatos do Planalto Catarinense, avaliar os principais fatores
associados que possam expor a populacdo em estudo ao risco de infeccdo além de descrever e

comparar as alteracdes clinicas e hematologicas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Populacéo estudada
Os animais utilizados no presente projeto foram selecionados de um estudo previamente
publicado, em que foi obtida a prevaléncia da infeccédo por FIV e FeLV em gatos do Planalto
de Santa Catarina (BIEZUS et al., 2019a). Os gatos eram provenientes da rotina de
atendimentos no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias CAV/UDESC.
O tamanho amostral foi calculado utilizando o software Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria (Package EpiCalc), por meio da formula n=Z x Z [P(1-P)] / D?,
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de amostragem aleatdria simples para populacées infinitas, em que Z se refere ao multiplicador
(1,645) obtido por meio do intervalo de confianga desejado (90%), com base na distribuicao
normal. Sendo P a prevaléncia esperada de 50% e D o erro maximo aceitavel na estimativa
(0,05). Desta maneira, o nimero minimo de animais a serem amostrados foi de 271 gatos.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
sob 0 n® 7665260221.

4.2.2 Colheita dos dados epidemioldgicos, clinicos e hematolégicos

Foram revisados os prontuarios dos felinos, obtendo dados provenientes da avalicdo
clinica realizada no momento da colheita de sangue e informacdes a respeito da raca, género,
status reprodutivo, idade, acesso a rua, numero de felinos por habitacdo, comportamento do
felino mediante outros gatos. Estas variaveis foram consideradas como fatores associados a
infecgéo.

Quanto a raca, os felinos foram classificados como sem raca definida ou com sua raga
especifica; com relacdo ao género foram classificados como macho ou fémea, inteiros ou
castrados; quanto a idade em meses de vida; se possuem acesso a rua ou ndo; com relacdo ao
numero de felinos na mesma habitacdo foram divididos em 1 animal por domicilio e 2 ou mais
animais por domicilio; quanto ao comportamento do felino mediante outros gatos, foram
divididos em doceis ou agressivos.

Quanto a avaliacdo clinica foi obtido o escore corporal, coloragcdo das mucosas, tamanho
e consisténcia dos linfonodos, frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura corporal e
diagnostico da enfermidade apresentada. Quanto ao escore corporal, os gatos foram
classificados de acordo com as diretrizes estabelecidas pela avaliacdo da Global Nutrition
Committee of he world small animal veterinary association (BJOMVAD et al., 2011). Foram
classificados da seguinte maneira, de acordo com o indice de condi¢édo corporal (ICC): Animais
caquético tinham o indice de condicdo corporal (ICC) entre 1 e 2; os classificados como magros
tinham o ICC igual a 3; os com condicéo corporal regular tinham o ICC de 4 a 5; aqueles com
sobrepeso tinham o ICC de 6 a 9.

Quanto a positividade dos animais para FIV e FeLV, foram tabulados os dados obtidos
previamente por Biezus et al. (2019a). O método diagnostico utilizado foi o0 ELISA, por meio
do kit SNAP FIV/FeLV Combo Test® (IDEXX Laboratories) que detecta a proteina p27 do

FeLV e anticorpos contra a proteina p24 do FIV.
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Também foram obtidas informac¢des quanto ao cuidado dos tutores com seus animais,
como por exemplo: frequéncia que o felino é levado ao veterinario (primeira vez, a cada
trimestre, a cada semestre, todo o0 ano, somente quando doente); quando presente, foi obtido se
0 animal recebia ou ndo medicacgéo para controle de ectoparasitas.

Da avaliagdo hematoldgica foram obtidos dados de eritrograma, leucograma, proteina
plasmética total e contagem de reticuldcitos quando solicitado. Em nenhum dos animais
testados foi solicitado pelo clinico a pesquisa de hemoparasita por meio da andlise citoldgica
do esfregaco sanguineo. Os dados obtidos foram compilados em planilhas no Excel para

posterior analise.

4.2.3 Obtencéao e processamento das amostras de sangue
Foram utilizadas amostras de sangue previamente obtidas, separadas em aliquota e
armazenadas a -80°C por um periodo de 48 a 60 meses, correspondente a cada animal

selecionado para a analise.

4.2.4 Extracdo de DNA
As amostras de sangue, armazenadas a -80°C, apds seu descongelamento foram
imediatamente submetidas a extragdo de DNA por meio de kit comercial “GeneElute TM Blood
Genomic DNA”, conforme orientacdo do fabricante. Apos a extragdo, a concentracao de cada
amostra de DNA foi mensurada por meio de espectrofotdbmetro Nano Drop 2000 (Thermo

Scientific®) e diluido para se manter a concentracdo minima de 20ng/pL.

4.2.5 Realizacdo da PCR

Para a deteccdo de Mycoplasma haemofelis utilizou-se os “primers” Hfelis-fl (5°-
GACTTTGGTTTCGGCCAAGG -3%) e Hfelis-r3 (5°-
CGAAGTACTATCATAATTATCCCTC-3), que amplificam parte do gene 16s rRNA como
ja descrito por Berent et al. (1998). Em cada reacdo de PCR fez-se uso do DNA de um gato
positivo para M. haemofelis confirmado por sequenciamento (ACTGene, Alvorada, RS, Brasil)
como controle positivo, e como controle negativo utilizada agua ultrapura.

O protocolo foi otimizado ajustando algumas concentragdes para utilizacdo da Tag DNA
Polimerase 5U/uL (quatro G, Porto Alegre, RS, Brasil) seguindo as orientacGes do fabricante.
A solucdo final para a amplificagdo continha 1uLL de DNA teste, 2,5 uL tampdo de reacédo [10x],
0,75 uL MgCI2 [50mM], 0,5 puL da solugdo mix de ANTP’s [10mM], 0,75 pL do primer forward
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[10uM], 0,5 uL do primer reverse [10uM] e 0,125 unidades pL de Taq [5U/ uL]. A solugéo foi
completada com &gua ultrapura g.s.p para 25uL.

As condigdes utilizadas para a reagdo em termociclador BIOER® com gradiente LIFE
PRO foram: desnaturacdo a 94°C por 7 minutos; seguida por 35 ciclos de anelamento a 94°C
por 1 minuto (desnaturagdo), 54°C por 45 segundos (hibridizacdo), 72°C por 1 minuto
(extens&o) e extensdo final de extens&o a 72°C por 10 minutos.

Foi acrescentado aos produtos amplificados 2uL de GelRed® (Uniscience, Sao Paulo,
SP, Brasil) e 1,5uL de 6X DNA Loading Dye Buffer (Ludwig Biotecnologia Ltda, Alvorada,
RS, Brasil) a cada 5uL de amostra, este composto foi submetido a eletroforese horizontal em
gel de agarose a 1,5% por 30min a 140V, o resultado foi visualizado por meio de exposi¢do a
luz ultravioleta, em que o segmento esperado era de 393 pares de base (pb). Uma escala de
100pb (KASVI, Séo José dos Pinhais, PR, Brasil) foi utilizada para comparar o tamanho dos
produtos amplificados.

4.2.6 Anélise estatistica

A prevaléncia de M. haemofelis foi calculada a partir do nimero de amostras positivas
divididos pelo numero total de amostras. O Calculo da prevaléncia foi corrigido para a obtengéo
do intervalo de confianca (IC) a 95% por meio da formula IC 95% =P + 1.96 \ (P (1 — P) / N).
Para a analise dos fatores associados foi empregada analise de regressao logistica, que permitiu
quantificar a associacao entre duas ou mais variaveis.

Para analise dos dados, foram feitas planilhas no Excel e analisadas por meio de
estatistica descritiva e inferencial. O nimero de gatos positivos foi calculado de acordo com a
idade, género, raca, status reprodutivo, origem, acesso a rua, coabitacdo com mais gatos,
comportamento mediante outros gatos e coinfeccdo com FIV e/ou FeLV, considerando o
numero total de amostras testadas e expressas em porcentagem.

Foram construidos dois modelos individuais de analise estatistica para testar a hipotese
de associacdo entre resultados positivos para infecgdes por M. haemofelis e informacdes
especifica do hospedeiro. Foi utilizada uma abordagem de regressdo logistica ndo condicional.
As variaveis independentes submetidas a analise univariada, utilizando o status de infeccdo do
felino para M. haemofelis (0 = negativo; 1 = positivo) como variaveis dependentes, foram a
idade, 0 género, a racga, 0 acesso a rua, a coabitacdo com mais gatos, comportamento mediante
outros gatos e a coinfeccdo com FIV e/ou FeLV. Essas também foram submetidas a avaliacdo
quanto a colinearidade, e ndo foram encontradas correlagGes significativas. As variaveis

independentes foram testadas utilizando o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Todas
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as variaveis independentes com p <0,20 na anélise univariada foram consideradas para anélise
multivariada. Todas as interagcdes bidirecionais entre variaveis nos modelos finais foram
avaliadas quanto ao nivel de significancia a = 0,05 utilizando o software e IBM® SPSS®
Statistics, versdo 25.

Para a caracterizacdo da idade, avaliacdo clinica e hematoldgica os gatos foram
divididos em trés grupos a partir da amostra original: Grupo 1: positivo no teste de PCR para
M. haemofelis; Grupo 2: animais coinfectados por M. haemofelis e FeLV; e Grupo 3 (controle):
gatos negativos para M. haemofelis e clinicamente saudaveis. No grupo 3 foram mantidos
somente 0s gatos provenientes de avaliagfes para castracdo, doacdo de sangue e consultas de
rotina que ndo apresentavam alteracfes no exame fisico ou sequer foram positivos para algum
dos trés agentes relatados. Animais coinfectados com FIV foram excluidos dessa analise. Foi
utilizado o teste de medianas, em que os dados inicialmente foram submetidos a anélise de
normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, e as variaveis ndo parametricas foram entdo submetidas
ao teste de Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks e método de Dunn’s

(p<0,05). Os dados gerados foram analisados no software estatistico Sigmaplot®, versio 12.5.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Avaliacédo Epidemioldgica

Das 274 amostras foi obtida prevaléncia total de 6,57% (18/274) (IC de 95% 3,63-
9,49%) para M. haemofelis. Entre os positivos para M. haemofelis, 33,33% (6/18) foram
positivos tambeém para FeLV, 5,55% (1/18) para FIV e 5,55% (1/18) para os dois retrovirus. A
distribuicdo de gatos amostrados, de acordo com as variaveis epidemiologicas e a positividade

para M. haemofelis, esta expressa na Tabela 1.
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Tabela 1 - Anélise descritiva da amostra (n=274) de acordo com variaveis epidemioldgicas e a
positividade para Mycoplasma haemofelis em uma populacdo hospitalar de gatos no Planalto
de Santa Catarina, Brasil.

Variaveis Grupos NuUmero de gatos por grupo Positividade para Mycoplasma
(%) haemofelis (%0)
Raca SRD 243 (88,69) 15 (5,47)
Puras 31(11,31) 3(1,09)
Sexo Macho 114 (41,60) 15 (5,47)
Fémea 160 (58,40) 3(1,09)
Castracéo Sim 125 (45,62) 7 (2,55)
N&o 148 (54,01) 11 (4,01)
Acesso a rua Sim 182 (66,42) 15 (5,47)
Né&o 92 (33,57) 3(1,09)
Coabita com gatos Sim 163 (59,49) 9(3,28)
Né&o 109 (39,78) 9 (3,28)
Agressividade Sim 115 (41,97) 8(2,92)
N&o 152 (55,47) 10 (3,65)
Coinfeccédo com Sim 61 (22,26) 7 (2,55)
FeLV Nio 213 (77,74) 11 (4,01)
Sim 16 (5,84) 2(0,73)
Coinfeccdo com FIV N&o 258 (94,16) 16 (5,84)

SRD: sem raga definida.

Com relagéo aos cuidados dispensados pelos tutores aos seus gatos foi obtido que para
40% (4/10) do Grupo 1 e 33,33% (2/6) do Grupo 2, 0 momento da incluséo do estudo também
foi a primeira consulta ao médico veterinario. Tinham o habito de procurar servigo veterinario
somente quando o animal apresentava alguma doenca em 30% (3/10) dos tutores no Grupo 1 e
50% (3/6) do Grupo 2; 30% (3/10) do Grupo 1 e apenas 16,66% (1/6) do Grupo 2 submetiam
o felino a consultas de rotina no minimo uma vez ao ano. No Grupo 1, 40% (4/10) recebiam
medicacdo para controle de ectoparasitas; no Grupo 2, somente 16,66% recebiam a medicacéo.

Pode-se observar, com relacéo ao local de origem dos felinos amostrados, que no Grupo
1 20% (2/10) foram adotados e eram provenientes das ruas e nenhum no Grupo 2 , 30% (3/10)
do Grupo 1 foram obtidos em outro domicilio e no Grupo 2 nenhum gato, do Grupo 1, 20%
(2/10) e 66,66% (4/6) do Grupo 2 nasceram na mesma casa aonde habitam e que 30% (3/10)
do Grupo 1 e somente 33,33% (2/6) do Grupo 2 foram comprados de criadores ou em
estabelecimentos veterinarios.

Com relacdo a idade foi obtida diferenca estatistica significativa (p=0,042) entre o
Grupo 1 e o Grupo controle, sendo o Grupo 1 composto por animais significativamente mais

velhos. Os valores obtidos na andlise estatistica podem ser observados na Tabela 2. O felino
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com infecgdo concomitante por M. haemofelis, FIV e FeLV tinha 1,5 anos no momento do

diagndstico e o felino com infec¢do concomitante por M. haemofelis e FIV tinha 5 anos.

Tabela 2 - Distribuicdo da idade dos gatos (n=274) de uma populagédo hospitalar do Planalto
de Santa Catarina, Brasil, considerando o status de infec¢do para Mycoplasma haemofelis.

Grupos Idade (meses) p
Médiazdesvio Mediana 25% 75% Grupos Grupo 1
padrdo versus versus
Controle Grupo 2
Grupo 1 73,2 (£66,74) 36 24 60 0,042* 0,155
Grupo 2 30 (+10,39) 33 12 36 0,871 -
Controle 42,94 (£36,33) 18 10 36 - -

Grupo 1: positivos para a infeccdo por Mycoplasma haemofelis; Grupo 2: positivos para M. haemofelis e FelLV;
Controle: gatos saudaveis; *diferenca estatistica significativa entre os grupos.

Na analise univariada e na multivariada foi obtida associacdo estatistica significativa
entre a infeccdo por Mycoplasma haemofelis e o género, sendo que gatos machos tem sete vezes
mais chance de ser positivo. Os demais fatores ndo apresentaram significancia estatistica. Os
resultados da analise de regressdo logistica para os fatores associados e a positividade para M.

haemofelis podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Razéo de chance e valores de p estimados pela analise de regresséo logistica para
fatores associados a positividade para Mycoplasma haemofelis em uma populacao hospitalar
de gatos do Planalto de Santa Catarina, Brasil.

Fator associado Univariada Multivariada
Valor de p OR (IC:95%) Valor de p OR (IC:95%)

Raca SRD 0,72 0,61 (0,17-2,25) - -
Puras - - - -

Sexo Macho <0,0012 7,93 (2,24-28,09) 0,003% 7,07 (1,97-25,34)
Fémea - - - -
Castracao Sim - - - -
Nao 0,72 1,35 (0,51-3,60) - -

Acesso a rua Sim 0,19 2,66 (0,75-9,45) 0,21 2,26 (0,61-8,25)
Né&o - - - -
Coabitacdo com gatos  Sim 0,52 0,649 (0,25-1,70) - -
Né&o - - - -
Agressividade Sim 0,90 1,06 (0,40-2,78) - -
Né&o - - - -

Coinfecgdo com FeLV ~ Sim 0,14 2,38 (0,88-6,43) 0,30 1,71 (0,612-4,83)
Né&o - - - -
Coinfecgdo com FIV Sim 0,64 2,16 (0,45-10,34) - -
Né&o - - - -

OR: Odds ratio ou razéo de chance; IC: intervalo de confianca;  representa diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.
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4.3.2 Avaliacéo Clinica

Dos 274 animais que compunham a amostra original, 85 se encaixaram aos perfis
estabelecidos para a avaliacdo clinica e hematoldgica. Constituiram o Grupo 1, 10 felinos que
foram positivos para M. haemofelis. O Grupo 2 foi constituido por seis gatos coinfectados por
M. haemofelis e FeLV, ja o Grupo 3 (controle) foi formado por 67 animais sem alteracdes
clinicas.

Dos animais que compreendem o Grupo 1, apenas um gato apresentou alteracao clinica
relacionada a micoplasmose que foi a palidez de mucosa que refletiu em anemia, provavelmente
arregenerativa. Seis gatos tinham alteragdes clinicas ndo correlacionadas & micoplasmose.
Foram observadas dermatopatias (3/10), decorrentes de lesGes pruriginosas devido a
dermatite alérgica a saliva da pulga (DASP) (1/3), laceracédo de pele (1/3) e ndédulo subcutaneo
(1/3) de diagnostico inconclusivo; doencga do trato urinario inferior dos felinos (DTUIF) (2/10);
complexo gengivite estomatite felino (CGEF) (1/10), e os demais foram atendidos para
consultas de rotina (3/10).

Os animais do Grupo 2 apresentaram no momento da incluséo do estudo as seguintes
alteracdes clinicas: palidez de mucosa (2/6) em decorréncia de anemia arregenerativa (1/2) e de
anemia regenerativa (1/2); DASP (1/6); linfoma extranodal (1/6), localizado em cavidade nasal
e regido periorbial, alteracdo neuroldgica de causa indeterminada (1/6). Um gato nédo tinha
alteracdo e a consulta foi de rotina.

Para os casos considerados separadamente, o felino diagnosticado com infeccédo
concomitante por M. haemofelis, FIV e FeLV nao apresentou alteracbes no exame fisico. O
gato coinfectado por M. haemofelis e FIV estava magro e foi diagnosticado com complexo
gengivite estomatite felina (CGEF). Os sinais clinicos observados nos animais do grupo 1 e 2
estdo descritos no APENDICE A.

4.3.3 Avaliacdo Hematoldgica

O felino com infeccdo concomitante por M. haemofelis, FIV e FeLV e com infeccdo
concomitante por M. haemofelis e FIV, os resultados estavam dentro dos valores de referéncia
para a espécie e nao foram considerados na analise estatistica.

No hemograma, foi encontrado diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre as
medianas para a concentracdo de hemoglobina, volume globular e contagem de neutréfilos
bastonetes do Grupo 3 (Controle) em relacdo aos Grupos 1 e 2. As medianas obtidas para
concentragdo de hemoglobina e volume globular foram significativamente menores que no

Grupo 3, enquanto para contagem de neutrofilos bastonetes foi maior. Também foi observado
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diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as medianas para o volume globular médio
(VGM) e a contagem de linfocitos entre os Grupos 2 e controle, sendo que para VG a mediana
foi significativamente maior no grupo 2 e a contagem de linfocitos foi menor. Ainda, foi
observado diferenca estatistica significativa (p<0,05) na contagem de eritrocitos entre 0s
Grupos 1 e 2, e do Grupo 2 com o Controle. Em ambos o0s casos a mediana obtida para o Grupo
2 foi menor. Os valores de mediana e de p obtidos na anélise estatistica podem ser observados
na Tabela 4.

Tabela 4 - Hemograma dos gatos infectados por Mycoplasma haemofelis (Grupo 1),
Mycoplasma haemofelis e FeLV (Grupo 2) e negativos saudaveis (controle) oriundos de uma
populacédo hospitalar do Planalto de Santa Catarina.

Variavel Controle Grupo 1 Grupo 2 Grupol
hematologica Vs.
n=67 n=10 n=6 Grup02
Md  25%- Md 25%- p Md 25%- p p
75% 75% 75%
(vs. controle) (vs.
controle)
Eritrocitos 8,73 8,02-931 7,85 6,57-8,85 0,211 7,07 2,63-8,45 0,002* 0,023*
(x105/uL)

Hemoglobina 12,4 11,47- 10,95  9,65- 0,004* 10,5 4,4-11,7 0,002* 0,123
(g/dL) 13,2 11,82
VG (%) 40 36-42 36 30-38 0,014* 35 13-38 0,005* 0,21
VGM (fL) 44,9 435-47,4 46,95 41,3-52,8 0,558 51,85 46-54,7  0,05* 0,056
CHCM 31 30,3-32 30,65 29,7-354 0,689 30,3 29,1-32,4 0,646 1
(g/dL)

Plaquetas 374 306-459 306 229-402 0,227 270  222-450 0,267 0,858
(x10%/uL)
Leucdcitos 9,83 8,2-144 11,36 7,2-18,1 0,122 9,3 5,8-11,47 0,244 0,109
(x10%/pL)

N. Bast. (/uL) 0 0-0 0 0-157 0,004* 77,5 0-163 0,001* 0,493
N. Seg. 575 4-79 6,8 4-14 0,023 582 3,6-89 0,659 0,122
(x10%pL)

Linfocitos 3,29 24-47 198 152-367 0,220 1,32 1-2,6 0,002* 0,129
(x10%pL)

Eosinofilos 0,82 0,04-1,2 0,2 0-1,2 0,168 0,14 0-1,3 0,137 0,620
(x10%/uL)

Basofilos 0 0-0 0 0-0 0,856 0 0-0 0,342 0,439
(/uL)

Mondcitos 0,16 0-1,82 0,21 0,946 0,266 0,16 0,01-0,45 0,577 0,913
(x10%/uL)

Md.: mediana; Vs.: versus; VG: volume globular; VGM: volume globular médio; CHCM: concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; N.: neutr6filos; Bast.: bastonetes; Seg.: segmentados; E.: Eritrocitos; *: indica diferenca estatistica
significativa. ‘valores de referéncia segundo Weiss e Wardrop (2010).
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As frequéncias das alteragfes encontradas para cada varidvel avaliada no hemograma
dos grupos 1, 2 e 3 (controle) podem ser observadas na Tabela 5.
Tabela 5 - Frequéncias das alteracdes encontradas para cada varidvel avaliada no hemograma

dos gatos positivos para Mycoplasma haemofelis (Grupo 1), positivos para Mycoplasma
haemofelis e FeLV (Grupo 2) e animais saudaveis (Controle).

Alteracéo Grupo 1 Grupo 2 Controle
(n=10) (n=6) (n=67)
% % %
Anemia 10 (1/10) 33,33 (2/6) 0
Trombocitopenia 20 (2/10) 66,66 (4/6) 17,91 (12/67)
Leucocitose 40 (4/10) 0 8,95 (6/67)
Leucopenia 10 (1/10) 16,66 (1/6) 2,98 (2/67)
Neutrofilia 30 (3/10) 0 7,46 (5/67)
Neutropenia 10 (1/10) 0 4,47 (3/67)
Linfocitose 10 (1/10) 0 8,95 (6/67)
Linfopenia 10 (1/10) 16,66 (1/6) 4,47 (3/67)
Eosinofilia 20 (2/10) 33,33 (2/6) 11,94 (8/67)
Monocitose 10 (1/10) 0 4,47 (3/67)

A anemia identificada no Grupo 1 (10%) corresponde a0 mesmo animal que apresentou
palidez de mucosas, era provavelmente arregenerativa VG: 15% a (contagem de reticulocitos
néo foi realizada), normocitica e normocrémica. O felino também apresentou trombocitopenia
(40 x10%/mL; VR: 300-800 x10%/mL), leucopenia (1,71 x10%/uL; VR: 5,5-19,5 x10%/uL),
neutropenia (1,42 x10%uL; VR: 2,5-12,5 x10%uL) e linfopenia (0,23 x10%uL; VR: 1,5-
7x10%uL). Na avaliagdo citoldgica foi observado as seguintes alteracdes: leve anisocitose,
corpusculos de Howell-Jolly, neutréfilos toxicos, corpusculos de Dohle e macroplaquetas.

No Grupo 2, em 33,33% (2/6) havia anemia, em um dos casos se tratava de anemia
regenerativa, VG:9%, contagem de reticuldcitos agregados 106800/ulL, normocitica,
hipocrémica. O felino também apresentava trombocitopenia (216 x103/mL; VR: 300-800
x10%/mL) e na avaliacéo citoldgica foi observada: anisocitose, policromatofilia moderadas e
corpusculos de Howell-Jolly; neutrofilos toxicos e corpusculos de Dohle; macroplaquetas e
agregados plaquetarios. O outro caso era uma anemia arregenerativa, VG: 8%, na contagem de
reticulocitos 20720/uL, que foi classificado como macrocitica e hipocrémica. O animal
apresentou também trombocitopenia (156 x103/mL; VR: 300-800 x10%/mL), leucopenia (5,28
x10%/uL; VR: 5,5-19,5 x10%/uL), neutrofilia (0,26 x10%/uL; VR: 0-0,3 x10%/uL), linfopenia (1
/uL; VR: 1,5-7x10%/uL), eosinofilia (O/pL; VR: 0-1,5 x10%/uL) e plasma intensamente ictérico.

Havia intensas anisocitose e policromatofilia, eritrocitos nucleados e corpusculos de Howell-
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Jolly. Foram observados também macroplaquetas, agregados plaquetéarios e nos neutrofilos

corpusculos de Dohle e neutrofilos toxicos.

4.4 DISCUSSAO

O estudo epidemioldgico em questdo demonstrou prevaléncia de 6,57% (IC de 95%
3,63-9,49%) para infeccdo por M. haemofelis nos gatos analisados, sendo a porcentagem mais
alta obtida entre os trabalhos realizados com 0 mesmo método de diagndéstico nos outros estados
brasileiros, nos quais os valores obtidos variaram de 1,49 a 6,04%. Nas cidades de S&o Luis
(2,5%) (BRAGA et al.,, 2012), Belém (1,49%) (SINEREY et al., 2013), Cuiaba (2,2%)
(MICELI et al., 2013) e Porto Alegre (2,16%) (SANTOS et al., 2014), as prevaléncias
encontradas foram bem mais baixas, este fato pode ser devido a maior circulacdo de ‘Can-
didatus M. haemominutum’ ¢ ‘Candidatus M. turicensis’ nestes locais, que sdo agentes menos
patogénicos e perduram por mais tempo no organismo (FOLEY et al., 1998). Estudos realizados
em Santa Maria (4,17%) (PETRY et al., 2020), Rio de Janeiro e regido metropolitana (4,6%)
(RAIMUNDO et al., 2016) e na cidade do Rio de Janeiro (6,04%) (MACIEIRA et al., 2008),
relataram prevaléncias semelhantes a do presente estudo. Alguns trabalhos analisaram as trés
espécies de micoplasmas que afetam os felinos como um todo, obtendo assim a prevaléncia de
infeccdo por Mycoplasma sp. (8.9%, 95% IC: 3.9-16.7%) em gatos e ndo somente de M.
haemofelis (MARCONDES et al., 2018).

As diferencas das frequéncias de infeccdo por M. haemofelis encontradas nos trabalhos
realizados no Brasil, podem ter relacdo com as diferencas no tipo de populagéo estudada, além
disso, parece existir diferenca geografica relacionada a infeccdo pelos micoplasmas
hemotrdpicos, ja que o pais possui dimensdes continentais com muitas variagdes climaticas,
influenciando assim a frequéncia de vetores, agentes infecciosos e doengas concomitantes
(SANTOS et al., 2014).

Ao que se refere a influéncia do género sobre a infeccdo por M. haemofelis, observou-
se associacao estatistica nos machos, possibilitando o felino ter sete vezes mais chance de se
infectar. Essa associacdo com o género também foi observada em outros trabalhos (TASKER
et al., 2004; ROURA et al., 2010; STOJANOVIC & FOLEY, 2011; JENKINS et al., 2013;
PETRY et al., 2020). Santos et al. (2014) relacionaram que gatos machos e com acesso a rua
apresentaram maior prevaléncia de infec¢cdo por hemoplasmas, provavelmente devido ao estilo
de vida mais agressivo e maiores ocorréncias de brigas e arranhaduras. Esta relacdo foi
desencorajada por Martinez-Diaz et al. (2013), ao sugerir que os fatores idade, género e raca

ndo sdo fatores predisponentes a infec¢do por hemoplasmas. Sykes (2010) ao reportar episddios
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de micoplasmose em gatos machos apo6s brigas, ratifica também que hébitos de deambulacéo e
brigas, que sdo mais comuns nos machos, sejam fatores associados a infec¢do por Mycoplasma
sp. Este dado foi sustentado por Willi et al. (2007) apos realizarem infeccdo experimental por
meio da inoculagdo, e identificar a presenca do material genético de Mycoplasma sp. em saliva,
glandula salivar, mucosa oral e fezes de felino, levando a crer que o contato agressivo entre
gatos tenha papel na transmissao deste organismo.

No presente estudo em 83,33% (15/18) dos gatos positivos, apresentavam acesso a rua,
no entanto na andlise estatistica ndo foi um fator associado a infeccdo por M. haemofelis. Este
resultado pode ter relacdo com o tipo de populacdo amostrada, ja que quase 70% possuiam
acesso a rua. No Grupo 1, 60% ndo fazia controle de ectoparasitos e este dado foi ainda maior
no Grupo 2, 83,33%. Esses felinos sdo submetidos a mais estressores ambientais, e entre eles
aos ectoparasitos e por este motivo poderiam apresentar predisposicao a infeccdo (TASKER et
al., 2003; SYKES et al., 2008).

Em alguns estudos observaram maior prevaléncia da infeccdo em felinos jovens
(SYKES et al., 2008; PETRY et al., 2020), isto pode estar associado a imunidade ainda imatura
gue os animais jovens apresentam (DUARTE et al., 2015). Assim como observado neste
trabalho, outros estudos descrevem uma maior relacdo com idade mais avangada e a infecgéo
por M. haemofelis, fazendo com que a infeccdo crénica tenha maior importancia no decorrer da
vida do animal e fazendo com que estes permanecam propagando o agente no estado de
portador por varios anos (SANTOS et al., 2014). Ja em trabalho realizado por Macieira et al.
(2009) ao avaliarem a infeccdo por M. haemofelis e/ou ‘Candidatus M. haemominutum’, N&o
houve diferenca significativa na idade dos gatos positivos. Em Santa Catarina, um estudo
avaliou a causa de Obitos em gatos do planalto catarinense necropsiados no periodo de 1995 a
2015 demonstrou a micoplasmose felina como uma das principais doencas causadas por
bactérias, sendo responsavel pelo 6bito de 7,33% (20/273) dos animais avaliados que morreram
em decorréncia de doenca infecciosa e essa foi mais relatada em gatos machos adultos (55%;
11/20) (WITHOEFT etal., 2019).

No presente estudo, 50% dos gatos positivos para M. haemofelis estavam coinfectados
com FeLV e/ou FIV e 38,9% estavam coinfectados com FeLV, no entanto na anélise estatistica
as retroviroses nao foram consideradas fatores associados a infec¢do por M. haemofelis. Muitos
trabalhos descrevem as retroviroses como fator predisponente da micoplasmose (HORA, 2008;
MACIEIRA, 2008; ROURA et al., 2010; JENKINS et al., 2013; MARTINEZ-DIAZ et al.,
2013), especialmente a FeLV, por comprometer o sistema imunolégico do animal e levar a
infeccBes secundarias ou ativas a infec¢do latente (TASKER & LAPIN, 2002; LURIA et al.,
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2004). O presente estudo utilizou os mesmos gatos do estudo de Biezus et al. (2019a) que
também encontrou o género masculino e a agressividade como fator associado a infeccao por
FeLV. Para FIV, houve associagdo com gatos machos, agressivos e mais velhos. As condic6es
de criacdo dos felinos dessa regido do estudo sdo precarias, 0s métodos de controle e prevencao
de doencas infecciosas sdo pouco difundidos, indicado pela baixa frequéncia que os animais
sdo levados para atendimento veterindrio. Em sua maioria ndo eram castrados, tinham livre
acesso a rua e coabitavam com outros gatos, sendo que estas caracteristicas poderiam ter
facilitado a disseminacdo de patogenos.

Dos animais do Grupo 1, 60% foram atendidos por causas ndo correlatas a
micoplasmose, a positividade foi um dado encontrado ao acaso e ausente de manifestacoes
clinicas, o mesmo foi reportado por Biondo et al., (2009) ao revisar estudos moleculares dentro
do territdrio brasileiro que caracterizaram a ocorréncia de hemoplasmas. Em trabalho realizado
por Petry et al. (2020) ndo se observou sinais clinicos que fossem apenas em decorréncia da
micoplasmose nos gatos positivos para M. haemofelis. Apenas uma animal do presente estudo
apresentou palidez de mucosa sustentada pela anemia que possivelmente seria arregenerativa,
podendo ter relacdo com a infeccdo por M. haemofelis. No Grupo 2 33,33% (2/6) dos gatos
apresentaram alteracdes clinicas relacionadas tanto a FeLV quanto ao M. haemofelis, este
trabalho corrobora com Harrus et al., (2002) ao afirmar que a infeccdo por M. haemofelis
associada ao FeLV resulta em quadro clinico mais grave do que o observado quando apenas M.
haemofelis esta presente, e FIV por outro lado associado ao M. haemofelis ndo parece
desencadear anemia mais grave do que a encontrada nas infeccGes isoladas destes organismos.

Das espécies de micoplasmas felinos, sabe-se que M. haemofelis € o mais patogénico,
podendo levar a anemia grave e desenvolvimento de sinais clinicos, mesmo sem infec¢édo
concomitante (MESSICK, 2004). Ha estudos que reportam que quando ha auséncia de anemia
0 comum ndo é se suspeitar de M. haemofelis, mas de ‘Candidatus M. haemominutum’ €
‘Candidatus M. turicensis’, pois estes Ultimos sdo agentes de baixa patogenicidade e possuem
maior capacidade de sustentar a infeccdo sem que leve a doenca grave, apesar de diversos
trabalhos indicarem anemia ou VG reduzido como fatores associados para infeccdes por todos
0s hemoplasmas em gatos (JENSEN et al., 2001; HARRUS et al., 2002; TASKER et al., 2003;
KEWISH et al., 2004). O presente trabalho ndo demostra essa associa¢do, pois a maioria dos
gatos positivos ndo apresentaram alteracdes clinicas ou hematoldgicas. Tal fato também foi
relatado por Willi et al. (2007) em estudo realizado na Suica, Jenkins et al. (2013) na Nova
Zelandia e Martinez-Diaz et al. (2013) em Portugal. A auséncia de anemia em 90% dos gatos

do Grupo 1 pode ter relagdo com a presenga de portadores crénicos de M. haemofelis. Alguns
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estudos afirmam que a auséncia de alteracfes hematoldgicas tem relacdo entre a bactéria e o
hospedeiro que podem ter atingido o equilibrio, em que a replicacéo do agente se estabiliza pela
fagocitose e eliminacdo do organismo, assumindo baixa carga bacteriana (DUARTE et al.,
2015; SANTOS et al., 2014). Assim sendo, justifica o baixo nimero de alteraces
hematoldgicas encontradas na populacdo estudada em que apenas trés felinos apresentaram
anemia e dois desses tinham coinfecgéo por FeLV.

No eritrograma, as medianas para contagem de eritrdcitos, concentracdo de
hemoglobina e hematdcrito dos gatos de todos os grupos apesar dos valores mais baixos
descritos serem identificados nos grupos 1 e 2. O VGM também se apresentou dentro do
intervalo de referéncia para os Grupos 1, 2 e controle. Nos valores de CHCM houve pequena
diferenca entre os grupos, sendo que o grupo controle permaneceu com valores dentro do
intervalo de referéncia, enquanto nos Grupos 1 e 2 foram limitrofes. Pode-se observar valores
decrescentes de plaquetas conforme a implicancia clinica dos grupos, maior no controle,
menores no Grupo 1 e ainda mais baixos no Grupo 2, sustentando os dados da literatura que
colocam a trombocitopenia entre as principais alteracdes hematologicas causadas pelo virus da
FeLV (GLEICH & HARTMANN, 2009). Biezus et al. (2019b) cita a trombocitopenia, como a
segunda alteracdo hematoldgica mais observada, em gatos positivos para FeLV provenientes
de uma populacdo hospitalar. Apesar de relatada associacdo entre a trombocitopenia e a
infeccdo por M. haemofelis em gatos amostrados por Hora (2008), alteracdes em contagens de
plaquetas e leucocitos ndo sdo consistentes com infecgbes por hemoplasmas (SYKES, 2003;
TASKER, 2004). A trombocitopenia observada em 20% dos gatos no Grupo 1, ndo apresentou
diferenca estatistica do Grupo controle e ndo demostra ter correlacdo com a infec¢do por M.
haemofelis. A trombocitopenia identificada nestes animais pode ser devido a intensa pulicose
em um dos gatos e o outro estava em estado extremante debilitado, caquético e desidratacédo de
8%. O mesmo foi relatado por Raimundo et al. (2016), em que afirma que a trombocitopenia
deve ser relacionada a outras causas, sendo que a bactéria ndo afeta plaquetas e sim eritrocitos
(TASKER, 2004).

Ndo se tem um padrdo definido para alteracbes em leucograma e infec¢do por
micoplasmas hemotrdpicos, este pode variar de leucocitose por neutrofilia com desvio a
esquerda regenerativo a leucopenia (MESSICK, 2004), quando os felinos ficam muito
debilitados em decorréncia da infec¢do, ainda que observado em apenas um dos felinos
positivos deste estudo, a presenca de mondcitos ativados em alguns animais é relatada
(MESSICK, 2004). No leucograma, as mediadas da contagem de linfocitos foram menores no

Grupo 2, que também é citada como uma alteracdo frequente nos felinos FeLV positivos
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(HOFMANN-LEHMANN, 1997), em especial devido ao processo de replicagdo viral ativo ou
mesmo de forma secundaria, em decorréncia do ato de colheita propriamente dito que é muitas
vezes dificultoso (GLEICH & HARTMANN, 2009). Apesar de ndo observar diferenca
estatistica na analise das médias, Biezus et al. (2019b) ao avaliar cada felino de forma
individual, observou a linfopenia como alteracéo leucocitaria mais prevalente para 0s grupos
de animais saudaveis e doentes positivos para FeLV. Ja na contagem de eosinofilos, o Grupo 1
teve a menor mediana, porém o resultado permaneceu dentro do intervalo de referéncia. Este
dado pode corroborar com a hipdtese que os animais deste Grupo apresentavam infeccdo de
carater cronico (RAIMUNDO et al., 2016; PETRY et al., 2020). Os valores de mediana para as
demais variaveis permaneceram dentro do intervalo de referéncia.

O diagndstico molecular das micoplasmoses vem sendo cada vez mais difundido na
rotina clinica, e a andlise citologica do esfregaco sanguineo, um método pouco sensivel e
especifico para esta finalidade, ¢ 0 método de primeira escolha (SYKES, 2010). Para nenhum
dos animais que compunham o presente estudo foi solicitado pelo clinico a pesquisa de
hemoparasitas de uma forma especifica, o que pode ser explicado pela baixa bacteremia
encontrada nos animais em fase de portador da infeccdo. Se presente em maior quantidade
poderia se observar a bactéria durante os processos rotineiros de contagem diferencial de
leucdcitos, reticulocitos e estimativa de plaquetas, porém o mais indicado para o sucesso da
técnica seria a realizagdo do esfregaco a partir de amostra de sangue de ponta de orelha
(TASKER, 2010). Entretanto, em 40% dos gatos positivos para M. haemofelis foram
observados corpusculos de Howell-Jolly, que é uma alteracdo que pode ser confundida com a
estrutura bacteriana, além disso, as amostras de rotina foram colhidas com o anticoagulante
EDTA, que pode ter promovido o desprendimento dos hemoplasmas na superficie dos
eritrocitos, contribuindo para resultados falso-negativos (SYKES et al, 2010; TASKER, 2010).

A PCR apresenta alta sensibilidade na identificacdo de gatos positivos para M.
haemofelis, no entanto ndo é possivel diferenciar animais doentes de portadores. Portanto o
resultado da PCR deve sempre ser respaldada pela analise clinica e hematolégica (TASKER &
LAPPIN, 2002). Neste trabalho, dentre os animais do Grupo 1, apenas um gato teve alteracdes

que justificariam o tratamento clinico.

4.5 CONCLUSAO
Neste trabalho a prevaléncia de M. haemofelis foi a maior encontrada entre os estudos
realizados no pais. Género e idade foram os Unicos fatores associados & infeccédo, possibilitando

maior risco de infec¢do aos machos adultos.
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Metade dos gatos positivos para M. haemofelis estava coinfectado por Retrovirus, este
dado associado ao livre acesso a rua da grande maioria dos animais revelando a necessidade da
implementacdo de campanhas de controle e prevencéo, focadas na conscientizagdo dos tutores.

As alteracdes clinicas mais encontradas nos gatos positivos para M. haemofelis foram
em decorréncia de causas ndo correlacionadas com a micoplasmose, tornando a infec¢do um
achado diagndstico para a maioria dos animais positivos.

Entre as alteragdes hematoldgicas foram constatadas baixas concentracfes de
hemoglobina e valor de volume globular. A baixa correlacdo entre as alteracdes hematoldgicas
e sinais clinicos com casos positivos, leva a compreensao de que M. haemofelis, por vezes passa

desapercebido, evidenciando a circulacdo do agente na populacédo estudada.
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APENDICE A - Sinais clinicos observadas no exame fisico dos gatos oriundos de uma
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populacéo hospitalar infectada por Mycoplasma haemofelis (grupo 1) e com coinfecgédo por
Mycoplasma haemofelis e FeLV.

Sinais clinicos

M. haemofelis
positivos; (n=10)

M. haemofelis e
FeLV; (n=6)

Alteracéo
comportamental

Cardiovascular

Gastrointestinal

Geniturinario
Linfoadenomegalia
Musculoesquelético

Neuroldgico

Pele e mucosas

Respiratorio

Temperatura corporal
Escore corporal

QOutros

Apatia

Desidratagédo

Sopro

Anorexia ou hiporexia
Calculo dentério
Constipacéo

Diarreia

Emese

Vesicula
distendida

Andria
Submandibular
Claudicacéo
Paresia de membros
pélvicos

Feridas cutaneas
Prurido

Pulicose
Hipotricose
Mucosas ictéricas
Mucosas palidas

Massa ou ndédulo em
pele

Secrecdo ocular

Aumento e assimetria
nasal

Secrecdo nasal
Dispneia
Taquipneia
Hipotermia
Caquético
Magro

Desconforto
abdominal

urinaria

NSRS
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