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RESUMO

MACIEIRA, Daniel de Barros. Hemoplasmas em gatos domésticos: Prevaléncia e sua
associacdo a infeccao natural pelos virus das imunodeficiéncia e/ou leucemia felinas.
2008. 90p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

As doengas infecto-contagiosas possuem uma alta morbidade entre os gatos domésticos € um
diagndstico impreciso ou retardado pode resultar no 6bito do paciente. A associacdo entre
infecgdes pelos virus da imunodeficiéncia (FIV) e/ou leucemia (FeLV) felina com
hemoplasmas possui grande importancia na clinica médica, uma vez que os agentes podem
agir de modo sinérgico elevando os riscos para os animais acometidos. Devido ao fato de
inexistirem no Brasil estudos que analisem criticamente a associacdo entre estes retrovirus e
os hemoplasmas, o presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia e possiveis
fatores associados para as infecgdes por Mycoplasma haemofelis (Mhf) e ‘Candidatus M.
haemominutum’ (Mhm) em gatos domésticos, testados para a presenca de FIV e FelLV,
através de um ‘kit’ comercial baseado na metodologia de ELISA. Com base no teste
sorologico, os gatos foram agrupados como i) FIV-positivos (n=25); ii) FeLV-positivos
(n=39); 1iii) FIV/FeLV-positivos (n=8); e iv) FIV/FeLV-negativos (n=77), ou grupo de
referéncia para as comparagdes. Hemogramas foram seguidos da extracdo/purificacdo de
DNA, reacdo em cadeia da polimerase espécie-especifica para a detec¢do de Mhf e Mhm e
Southern Blot/hibridizagdo (SB) para todos os animais. Entre os 149 animais testados, 16,8%,
26,2% e 5,4% foram soropositivos para FIV, FeLV e ambos os retrovirus respectivamente.
Fatores associados a infec¢do por retrovirus incluiram idade média mais elevada (FIV,
p<0,001), condi¢do reprodutiva castrado e historico de brigas/mordidas (FIV, p=0,033 e
<0,001 respectivamente); presenca de pulgas (FeLV, p=0,018); transfusdo de sangue e acesso
ao ambiente externo (FIV/FeLV, p=0,028 e 0,033 respectivamente). Dentre as alteragdes
clinicas avaliadas, anorexia e mucosas palidas (FIV, p=0,004 e 0,034 respectivamente);
letargia/depressao, ictericia e taquicardia (FeLV, p=0,033, 0,036 e 0,003 respectivamente)
foram identificadas. Dentre os pardmetros hematologicos a anemia esteve associada a
presenca de FIV (p=0,012) e FeLV (p<0,001) enquanto a trombocitopenia esteve apenas
associada a infec¢des por FIV (p=0,015). Animais com FIV ou com dupla infec¢do (FIV e
FeLV) tiveram uma contagem de leucdcitos reduzida (p=0,021 e 0,012 respectivamente). O
DNA de Mhf foi achado em 4,0%, 2,6%, 12,5% e 7,8% dos gatos dos grupos i, ii, iii € iv,
respectivamente, enquanto 32,0% 5,1%, 50,0% e 5,2% desses animais tinham infec¢des por
Mhm. Fatores inerentes ao hospedeiro que apresentaram associagdo com a presenga do DNA
de hemoplasmas incluiram o estado retroviral (p=0,001), histérico de brigas/mordidas
(p=0,003), acesso ao ambiente externo (p=0,001), coabitar com outros gatos (p=0,008) e
mucosas palidas (p=0,033). O modelo de regressdo logistica usado mostrou que gatos com
FIV (OR=4,25, p=0,009) e animais duplamente infectados para FIV e FeLV (OR=7,56,
p=0,014) estavam em maior risco de serem infectados por hemoplasmas do que animais
negativos para ambos o0s retrovirus, principalmente em virtude de infec¢cdes por Mhm
(OR=8,59, p=0,001 e OR=18,25, p=0,001 respectivamente). Entre os animais de raca
definida, a positividade para FIV estava associada com infecgdes para hemoplasmas (OR=45,
p=0,001).

Palavras-chave: Hemoplasma, retrovirus felinos, epidemiologia



ABSTRACT

MACIEIRA, Daniel de Barros. Hemoplasmas in domestic cats: Prevalence and its
association to the Feline Immunodeficiency Virus and/or Feline Leukemia Virus natural
infections. 2008. 90p. Thesis (Doctorate in Veterinary Sciences, Veterinary Parasitology).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Infectious diseases present high morbidity among domestic cats and a delayed or
misdiagnosis may result in patient death. The association between feline immunodeficiency
(FIV) and/or feline leukemia (FeLV) viruses’ infections with hemoplasmas has great
importance in veterinary practice, since agents may act synergically increasing risks for
infected animals. To date, there are no studies in Brazil critically examining whether or not
hemoplasma infections are associated with retroviral infection in cat. Thus, the aim of this
study was to determine the prevalence and risk factors for Mycoplasma haemofelis (Mhf) and
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (Mhm) infections in domestic cats tested for FIV
and FeLV with a commercial ELISA kit. Based on serologic testing, cats were grouped as 1)
FIV-positive (n=25); ii) FeLV-positive (n=39); iii) FIV/FeLV-positive (n=8); and iv)
FIV/FeLV-negative (n=77), or base-comparison group. CBCs were followed by DNA
extraction, species-specific PCR (16S rRNA gene) for Mhf and Mhm and Southern blotting
for all animals. Among all animals tested for retroviral infection (n=149), 16,8%, 26,2% and
5,4% were seropositive for FIV, FeLV and both retroviruses respectively. Associated factors
to retroviral infections included an increased mean age (FIV, p<0,001), neutered status and
history of fights/bites (FIV, p=0,033 and <0,001 respectively); presence of fleas (FeLV,
p=0,018); history of blood transfusions and roaming outdoors (FIV/FeLV, p=0,028 and 0,033
respectively). Among evaluated clinical signs, anorexia and pale mucous (FIV, p=0,004 and
0,034 respectively); lethargy/depression, jaundice and tachycardia (FeLV, p=0,033, 0,036 and
0,003 respectively) were identified. Among CBC findings, anemia was related to FIV
(p=0,012) and FeLV (p<0,001) infections, whereas thrombocytopenia was only related to FIV
infection (p=0,015). Animals with FIV or double FIV and FeLV infections had a reduced
WBC count (p=0,021 and 0,012 respectively). Mhf DNA was found in 4.0%, 2.6%, 12.5%
and 7.8% of the cats from groups 1i, ii, iii and iv respectively, while 32.0%, 5.1%, 50.0% and
5.2% of these animals had a Mhm infection. Host factors that were associates to the presence
of hemoplasma DNA included the retroviral status (p=0,001), history of fights/bites
(p=0,003), roaming outdoors (p=0,001), living with other cats (p=0,008) and pale mucous
(p=0,033). The logistic regression model used herein showed that cats with FIV (OR=4,25;
p=0,009) and both FIV and FeLV (OR=7,56; p=0,014) were at greater risk of being
hemoplasma infected than retroviral negative cats, mainly due to Mhm infection (OR=8,59,
p=0,001 and OR=18,25, p=0,001 respectively). Among pure-breed cats, FIV-positive status
was associated with hemoplasma infection (OR 45,0; p=0,001).

Keywords: Hemoplasma, feline retroviruses, epidemiology
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Classificacdo taxondmica dos hemoplasmas felinos, vigente até o
inicio da presente década (esquerda), e a nova classificagdo instituida
apos a realocacao do parasito no Taxa (direita).

Espécies de hemoplasmas ndo felinos que acometem animais
domésticos com suas respectivas posi¢cdes nos Taxa anterior (quando
considerados membros da familia Anaplasmataceae) e atual (depois de
realocados para a Classe Mollicutes), bem como seus respectivos
hospedeiros naturais.

Resumo de alguns estudos de prevaléncia/ocorréncia de hemoplasmas
em gatos domésticos realizados no mundo, relacionados os locais,
coortes ¢ numero de animais utilizados, bem como os métodos de
diagnéstico empregados.

Resumo dos fatores associados as infec¢des por hemoplasmas em
gatos domésticos com base em diversos estudos realizados no mundo.

Classificacdo taxondmica vigente dos virus das imunodeficiéncia
(FIV) e leucemia (FeLV) felinas

Valores de referéncia para os parametros hematoldgicos utilizados
neste estudo.

Seqiiéncias iniciadoras (‘primers’) e genes alvos utilizados no presente
trabalho para a detec¢do de hemoplasmas felinos em gatos domésticos
bem como para a detec¢do do gene codificador da Gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), posicdo dos produtos da PCR nos
genes-alvo, tamanho dos mesmos em pares de base (pb) e nimero de
acesso das respectivas seqiiéncias genéticas depositadas no ‘genbank’
utilizadas como referéncia.
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Total de observacdes absolutas validas para cada varidvel analisada
entre todos os 149 animais testados para a presenga do(s) Virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV) e/ou Virus da Leucemia Felina (FeLV),
no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Soroprevaléncia por ELISA e intervalos de confianca (IC) a 95% para
todos os animais testados (n=149) para a presenca de anticorpos contra
o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e/ou antigenos do Virus da
Leucemia Felina (FeLV) em uma clinica exclusiva no atendimento de
gatos domésticos na Cidade do Rio de Janeiro, Brasil, de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Idade dos animais testados para a presenga do(s) Virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV) e/ou Virus da Leucemia Felina (FeLV),
comparada com gatos testados negativos para ambos o0s retrovirus
(grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja
associacdo com a presenca de pelo menos um retrovirus (FIV e/ou
FeLV) foi testada estatisticamente, comparados com gatos testados
negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja
associagdo com a presenga do virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
foi testada estatisticamente, comparados com gatos testados negativos
para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja
associagdo com a presen¢a do virus da leucemia felina (FeLV) foi
testada estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para
ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja
associacdo com a presenga de ambos os virus das imunodeficiéncia
(FIV) e leucemia (FeLV) felinas foi testada estatisticamente,
comparados com gatos testados negativos para ambos os retrovirus
(grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais
cuja associacdo com a presenca de pelo menos um retrovirus (FIV e/ou
FeLV) foi testada estatisticamente, comparados com gatos testados
negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.
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Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais
cuja associacdo com a presenga do virus da imunodeficiéncia (FIV) foi
testada estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para
ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais
cuja associacdo com a presenca do virus da leucemia felina (FeLV) foi
testada estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para
ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais
cuja associagdo com a presenca de ambos os virus das
imunodeficiéncia (FIV) e leucemia (FeLV) felinas foi testada
estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para ambos
os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a
fevereiro/2006.

Parametros laboratoriais mensurados de acordo com a condicao
retroviral dos animais (positivos para pelo menos um retrovirus) e a
comparagdo destes com o grupo de referéncia, no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associagdo
com a presen¢a de pelo menos um retrovirus (FIV e/ou FeLV) foi
testada estatisticamente, comparadas com gatos testados negativos para
ambos os virus (grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a
fevereiro/2006.

Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associagdo
com a presenc¢a do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi testada
estatisticamente, comparadas com gatos testados negativos para ambos
os virus (grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a
fevereiro/2006.

Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associagdo
com a presenca do virus da leucemia felina (FIV) foi testada
estatisticamente, comparadas com gatos testados negativos para ambos
os virus (grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a
fevereiro/2006.
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Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associagdo
com a presenga de dupla infeccdo pelos virus da imunodeficiéncia
(FIV) e leucemia (FeLV) felinas foi testada estatisticamente,
comparadas com gatos testados negativos para ambos os virus (grupo
de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Comparagao dos resultados obtidos através dos métodos de Reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e Southern Blot/Hibridizagdo (SB) para a
detec¢do de hemoplasmas (n=149) em gatos domésticos em amostras
obtidas em uma clinica exclusiva para o atendimento de gatos
domésticos na Cidade do Rio de Janeiro, RJ, de fevereiro/2005 a
fevereiro/2006.

Prevaléncia e intervalos de confianga (IC) a 95% para infecgdes por
pelo menos um  hemoplasma, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ ¢ M. haemofelis por Southern Blot/hibridizagao (SB+)
entre todos os animais testados para os virus da imunodeficiéncia
(FIV) e leucemia (FeLV) felinas em uma clinica exclusiva no
atendimento de gatos domésticos na Cidade do Rio de Janeiro, Brasil,
de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Idade dos animais testados para a presenca do DNA de hemoplasmas
(Mycoplasma haemofelis e/ou ‘Candidatus M. haemominutum’),
comparada com gatos testados negativos para ambos os parasitos, no
periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Fatores/achados clinicos relacionados aos animais testados positivos
para a presenca de DNA de pelo menos um hemoplasma, ‘odds ratio’
(OR), intervalo de confianca (IC) a 95% e p-valores, comparados aos
animais cuja presenca do referido DNA nao foi observada.

Parametros laboratoriais mensurados no presente estudo, de acordo
com a presenga de DNA de pelo menos um hemoplasma (Mycoplasma
haemofelis e/ou ‘Candidatus M. haemominutum’) e comparagao destes
com um grupo de referencial, composto de animais negativos para a
presenga do DNA desses parasitos. Animais testados no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associagdo
com a presenga de DNA de pelo menos um hemoplasma (Mycoplasma
haemofelis e/ou ‘Candidatus M. haemominutum’) foi testada
estatisticamente, comparadas com gatos testados negativos para ambos
0s parasitos, no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.
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Resultados da PCR (abaixo) e Southern Blot (acima) para a deteccdo de
uma por¢do do gene 16S rRNA de ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (191 pb) entre gatos domésticos com um resultado
positivo para FIV. (1): Marcador de peso molecular 100pb; (2):
Controle positivo de DNA; (3): Controle negativo - 4gua; (4): Controle
Negativo — DNA; (5 a 30): Amostras clinicas testadas para ‘Candidatus
M. haemominutum’ DNA entre gatos com FIV. A figura mostra que
todos os animais testados positivos na PCR, tiveram o resultado
confirmado na técnica de SB.

Resultados da PCR (abaixo) e Southern Blot (acima) para a deteccao de
uma por¢do do gene 16S rRNA de Mycoplasma haemofelis (393 pb)
entre gatos domésticos negativos para ambos FIV/FeLV. (1): Marcados
de peso molecular 100pb; (2): Controle positivo de DNA; (3): Controle
negativo - agua; (4): Controle Negativo — DNA; (5 a 29): Amostras
clinicas testadas para M. haemofelis nos gatos negativos para
FIV/FeLV; (30): Amostra clinica com resultado positivo previamente
conhecido. A figura mostra uma maior sensibilidade da técnica de SB,
pela qual foram detectados resultados positivos adicionais.

Resultado ilustrativo da PCR direcionada para a detec¢dao de uma porgao
do gene GAPDH cujo produto possui 399 pares de base, nas 149
amostras coletadas de gatos domésticos. A analise do gel de agarose
corado com brometo de etideo comprova a presenca de DNA
amplificavel nas amostras utilizadas (1): Marcador de peso molecular
100pb; (2): Controle positivo de DNA; (3): Controle negativo - dgua; (4
a 23): amostras em estudo, todas positivas para a presenca do gene em
questao.

Esfregacgo sangiiineo considerado positivo para Hemoplasma mediante a
avalia¢do. Este resultado foi confirmado por técnicas moleculares, que
detectaram o DNA de M. haemofelis na amostra. Coloragdo: Wright.
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LISTAS DE ABREVIACOES, SIGLAS OU SIMBOLOS

AIF Anemia infecciosa felina

CHGM  Concentracdo de hemoglobina globular média
DNA Acido desoxirribonucléico

dNTP Trifosfatos desoxirribonucleosideos

EDTA Acido etileno diamino tetracético

ELISA Do inglés, ‘Enzyme-liked immunosorbent assay’
EUA Estados Unidos da América

FeLV Virus da leucemia felina

FIV Virus da imunodeficiéncia felina

GAPDH  Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

Hb Hemoglobinometria

HCI Acido cloridrico

IC Intervalo de confianca

Ig Imunoglobulina

KCl Cloreto de potassio

Kda Quilodalton

LG Leucometria global

M Molar

MgCl, Cloreto de magnésio

mM Milimolar

NaCl Cloreto de sodio

NaOH Hidréxido de sodio

NCBI National Center for Biotechnology Information
OR Do inglés, ‘Odds ratio’ ou razao de chances
Pb Pares de base

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

pH Potencial Hidrogenionico

PPT Proteinas plasmaticas totais

q.s.p. Quantidade suficiente para

RNA Acido ribonucléico

rRNA RNA ribossomal
RT-PCR PCR em tempo real

SB Southern blot/hibridizagao

SDS Sadio dodecil sulfato

SSC Salina sodio citrato

Taq Thermophilus aquaticus

UFRRJ  Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
VG Volume globular

VGM Volume globular médio
X Qui-quadrado



2.1
2.2
23

23.1
232

233
234
2.3.5
24

24.1
242
243
2.5

25.1
252
253
254

255

2.5.6
2.6
2.6.1

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10

4.1
4.2

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DE LITERATURA

Historico sobre Hemoplasmas Felinos

Hemoplasmas em Outras Espécies

Patogenia, Manifestacdes Clinicas e Achados Laboratoriais das Infecg¢des
por Hemoplasmas Felinos

Infecgdes por M. haemofelis

Infecgoes por ‘Candidatus M. haemominutum’ ou ‘Candidatus M.
turicensis’

Alteragdes no leucograma em infec¢des por hemoplasmas

Alteragdes bioquimicas em infecgdes por hemoplasmas

Resposta imunoldgica em conseqiiéncia a presenca dos hemoplasmas
Estudos Epidemioldgicos no Mundo

Hemoplasmas em gatos domésticos no Brasil

Hemoplasmas em felinos silvestres

Transmissao

Diagnostico

Isolamento

Sorologia

Avaliacao do esfregaco sangiiineo

Uso de técnicas moleculares para a identificacdo e classificacdo de
microrganismos

Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na deteccio dos hemoplasmas
felinos

PCR em tempo real

Retrovirus Felinos (FIV e FeLV)

Associacdo entre infecgdes por retrovirus (FIV e/ou FeLV) e hemoplasmas
felinos

MATERIAL E METODOS

Animais

Divisao de Grupos

Coleta de dados

Hemograma e Concentragao Total de Proteinas Plasmaticas
Extragao/Purificacdo do DNA Genomico
Envio das Amostras

PCR

Southern Blot e Hibridizagao

Clonagem e Seqiienciamento dos Produtos
Andlise Estatistica

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Descritiva dos Dados Obtidos

Prevaléncia dos Virus da Imunodeficiéncia e Leucemia Felina nos Gatos
Testados

A~ LW NN

~ D

10
16
17
17
19
19
19
19
21

22

23
23
24

28
28
28
28
29
29
29
30
32
33
33

35
35
35



SUMARIO

4.3  Fatores Associados as Infecgdes por FIV e/ou FeLV

4.4  Achados Clinicos Relacionados as Infecgdes por FIV e/ou FeLV

4.5  Achados Laboratoriais Relacionados as Infecgdes por FIV e/ou FeLV

4.6  PCR, Southern Blot e Prevaléncia dos Hemoplasmas

4.6.1 Fatores associados a infec¢@o por hemoplasmas

4.7  Fatores Associados a Infeccdo por Hemoplasmas em Gatos com FIV e/ou
FeLV

5 CONCLUSOES

6 CONSIDERACOES FINAIS

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

A - Termo de autorizagdo apresentado aos proprietarios dos animais visando a
autorizacao para a inclusdo destes no estudo.

B - Ficha de entrevista com os proprietarios, bem como orientagdes para o

Clinico acerca da coleta de material e apresentacdo dos resultados do
hemograma

37
43
47
52
56
62

65

66

68

87
88

89



1 INTRODUCAO

O paciente felino ganhou grande importancia dentro da Medicina Veterinaria na
ultima década. Devido a verticalizacao das residéncias e reducao do espago das mesmas, bem
como a independéncia e adaptabilidade do gato a diferentes condi¢des, o nimero destes como
animal de companhia teve recentemente um crescimento exponencial. Hoje, o paciente felino
ja responde por uma margem consideravel de atendimentos em clinicas, bem como de pedidos
de exames laboratoriais.

As doengas infecto-contagiosas possuem uma alta morbidade entre os animais € um
diagnostico impreciso ou retardado pode resultar, inclusive, no Obito do paciente. A
aglomeragdo em areas urbanas aumenta o risco de contagio dessas doengas, bem como as suas
conseqiiéncias, sejam elas sanitarias, economicas ou sociais. O diagndstico deve ser preciso e
0 mais prematuro possivel, pois como em qualquer doenca, a precocidade do mesmo
desempenha grande papel no sucesso do tratamento e prognostico do paciente.

Inexistem, até o presente, estudos no Brasil que examinem criticamente se infec¢oes
por hemoplasmas estariam ou nao associadas a presenca dos retrovirus nos gatos. O uso de
uma populacdo de gatos previamente positivos para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e/ou virus da leucemia felina (FeLV) foi um fator tnico a esse estudo. Espera-se que com este
estudo tenham sido gerados subsidios para uma conduta clinica apropriada por parte dos
Médicos Veterinarios ao se depararem com o problema, e assim diminuir o alto risco de morte
dos gatos coinfectados com retrovirus felinos e hemoplasmas. Ademais, uma maior atencao as
doencas dos gatos domésticos se faz necessaria dada a crescente importancia destes na
sociedade como animal de companbhia.

Com base nessas informagdes, ¢ na auséncia de dados disponiveis em animais do
Brasil acerca do problema, tomou-se como hipotese que gatos infectados com retrovirus
estariam em maior risco para a presenca de infec¢cdes por hemoplasmas felinos. Desta forma,
o presente estudo se justifica pelos seguintes motivos: a) falta de informagdes sobre infec¢des
por hemoplasmas felinos associados com retrovirus felinos no Brasil; b) necessidade de serem
gerados subsidios para uma conduta clinica apropriada por parte dos Médicos Veterinarios ao
se depararem com o problema; e ¢) uma maior atengao as doengas dos gatos domésticos se faz
necessaria dada a crescente importancia destes na sociedade como animal de companhia.

Este ¢ o primeiro estudo profundo utilizando-se técnicas moleculares para avaliar a
relacdo entre um estado positivo para retrovirus felinos e infecgdes por hemoplasmas em
gatos domésticos no Brasil. O uso de uma populagdo de animais positivos para retrovirus
felinos e a comparacdo desses grupos com um grupo de referéncia, negativo para ambos FIV
e FeLV foi exclusivo do planejamento e execucdo deste trabalho.

Outrossim, os objetivos deste trabalho foram determinar a ocorréncia de infec¢des por
hemoplasmas, em gatos selecionados com base em estarem naturalmente infectados por FIV
e/ou FeLV, comparando os achados com um grupo de referéncia e, quando possivel, analisar
presenga de fatores associados as infec¢des por hemoplasmas nos grupos estudados



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Historico sobre Hemoplasmas Felinos

Na Africa do Sul Clark (1942), que avaliava esfregacos de sangue periférico e
impressdes esplénicas de um gato doméstico macho e castrado, observou que
aproximadamente 10% dos eritrocitos deste animal apresentavam parasitos compativeis com
o género Eperythrozoon em células basofilicas imaturas e maduras. Uma vez que o parasito
nunca havia sido descrito em gatos ou outros felinos, 0 mesmo foi considerado uma nova
espécie, batizada de E. felis. Uma década depois, um parasito semelhante foi descrito pela
primeira vez nos Estados Unidos da América (EUA) e apontado como o causador da
enfermidade conhecida como Anemia Infecciosa Felina (AIF) (FLINT; MOSS, 1953). Neste
estudo, um gato de quatro anos, macho, foi identificado como infectado durante uma
avaliacdo hematologica de rotina, que revelou na microscopia corpuisculos pequenos e
arredondados sobre as hemacias, aparentemente fixados as mesmas. Posteriormente, infecgdes
experimentais com o sangue deste animal foram realizadas, sendo os parasitos detectados com
sucesso nos receptores (SPLITTER et al.,, 1956). Os corpusculos eram pleomorficos,
aparecendo ora so6lidos pequenos e arredondados, ora como pequenos anéis, virgulas, raquetes
de ténis ou pequenos bastdes. Desta forma, e se baseando no seu processo de multiplicagdo e
nos aspectos morfologicos das estruturas encontradas, esses autores sugeriram que as mesmas
seriam semelhantes as pertencentes ao género Haemobartonella, e que as alteragdes causadas
pela infecgdo seriam mais relacionadas a hemobartonelose do que as causadas por espécies de
Eperythrozoon. Apontando para o estudo de Flint e Moss (1953), e devido a crenga de que o
agente etioldgico em questdo pertenceria ao género Haemobartonella, a denominagdo H. felis
foi proposta para o mesmo (FLINT et al., 1958).

Os hemoplasmas felinos foram previamente classificados como H. felis, uma riquétsia
(RISTIC; KREIER, 1984), entretanto, com base nas analises da seqiiéncia da subunidade 16S
de seu RNA ribossomal (16S rRNA), duas seqiiéncias distintas foram identificadas em gatos
domésticos. Até o inicio deste século, dois isolados (Ohio e California) de H. felis haviam
sido descritos nesses animais, tendo como base analises morfologicas e no seqiienciamento do
16S rRNA do parasito (RIKIHISA et al., 1997; FOLEY et al., 1998). Entretanto, apds novas
analises desse mesmo gene e de caracteristicas fenotipicas (tamanho reduzido do parasito e
seu genoma, auséncia de parede celular e flagelo, resisténcia a penicilina e analogos, e
susceptibilidade a tetraciclina), os géneros Haemobartonella ¢ Eperythrozoon foram
removidos da ordem Rickettsiales, sendo alocados na classe Mollicutes. Os parasitos foram
reclassificados como membros do género Mycoplasma, definindo um novo grupo de parasitos
de eritrocitos neste género, genericamente chamados de hemoplasmas (NEIMARK et al.,
2001; FOLEY; PEDERSEN, 2001; MESSICK et al., 2002; NEIMARK et al., 2002). Desta
forma, os isolados Ohio e California de H. felis, foram realocados no Taxa, passando a
integrar o género Mycoplasma, sendo nomeados, respectivamente, M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’ (NEIMARK et al., 2001; FOLEY; PEDERSEN, 2001).
Assim, de uma forma geral, os hemoplasmas felinos sdo caracterizados como bactérias Gram-
negativas que parasitam eritrocitos de gatos domésticos (NEIMARK et al., 2001; MESSICK,
2004).

Recentemente, uma terceira espécie de hemoplasma, ‘Candidatus M. turicensis’ foi
identificada por Willi et al. (2005). Ademais, Sykes et al. (2007a) sugeriram que um
hemoplasma canino, ‘Candidatus M. haematoparvum’, poderia infectar felinos domésticos. A
classificagdo taxonomica atual dos hemoplasmas felinos, bem como a anterior, esta descrita
no Quadro 1.



Quadro 1. Classificagdo taxonomica dos hemoplasmas felinos, vigente até o inicio da
presente década (esquerda), e a nova classificacdo instituida apds a realocacdo do parasito no
Taxa (direita).

Classifica¢io anterior’ Classificacio atual*
Reino Procariotae Bacteria
Filo Proteobacteria Firmicutes
Classe Alphaproteobacteria Mollicutes
Ordem Rickettsialles Mycoplasmatales
Familia Anaplasmataceae Mycoplasmataceae
Género Haemobartonella Mycoplasma
Espécies H. felis M. haemofelis®

‘Candidatus M. haemominutum’®
‘Candidatus M. turicencis’®

‘Candidatus M. haematoparvum’®

TRistic e Kreier (1984)
Neimark et al. (2001)*; Foley e Pedersen, (2001)*; Willi et al. (2005)°; Sykes et al. (2005),;
Sykes et al. (2007a)".

E importante salientar que a designagdo ‘Candidatus’ é reservada para identificar

membros do Taxon cujo cultivo ¢ dificil ou impossivel, sendo assim, sua descri¢cdo ¢ limitada
(MURRAY; SACEBRANDT, 1995).

2.2 Hemoplasmas em Outras Espécies

Os hemoplasmas ja foram encontrados como parasitos em diversas espécies de
mamiferos, causando alteragdes clinicas e patologicas de brandas a acentuadas. E importante
salientar que todas as espécies dos géneros Haemobartonella e Eperythrozoon foram
reclassificados como pertencentes ao género Mycoplasma. As espécies de hemoplasmas nao
felinos, bem como a nomenclatura, posi¢cdo taxondmica anterior, atual e seus hospedeiros
naturais se encontram listados no Quadro 2.



Quadro 2. Espécies de hemoplasmas nao-felinos que acometem animais domésticos com
suas respectivas posi¢des nos Taxa anterior (quando considerados membros da familia
Anaplasmataceae) e atual (depois de realocados para a Classe Mollicutes), bem como seus
respectivos hospedeiros naturais.

Taxon anterior Taxon vigente Hospedeiros naturais
Eperythrozoon suis® Mycoplasma suis® Suinos
E. wenyonii® M. wenyonii® Bovinos
E. coccoides* M. coccoides* Camundongos
E. ovis' M. ovis® Ovinos e caprinos
Haemobartonella muris" M. haemomuris® Ratos, camundongos ¢ hamsters
H. canis" M. haemocanis' - Cao

‘Candidatus M. haemodidelphidis”™  Gambas

‘Candidatus M. haemolamae™ Alpaca

‘Candidatus M. haematoparvum™ Cio

Referéncias: Splitter (1950)%; Neimark et. al (2001)°; Adler e Ellenbogen (1934)°; Schilling (1928)°
apud Neimark et. al (2005)°; Neimark et. al (2005)°; Neitz et al. (1934)f; Neimark et al. (2004)%;
Tyzzer e Weinman (1939)"; Messick et al. (2002)"; Sykes et al. (2005).

Os relatos de infecgdes por hemoplasmas em humanos sdo raros. Patdgenos de
animais que sdo raramente descritos em humanos vém sendo reportados como causadores de
novas infecgdes oportunistas (DUARTE et al., 1992). Estruturas associadas a eritrocitos em
pacientes com lipus eritematoso sistémico sugerem uma associacdo entre a presenga de
organismos similares a hemoplasmas (Haemobartonella) (KALLICK et al., 1972).

2.3 Patogenia, Manifestacdes Clinicas e Achados Laboratoriais das Infec¢des por
Hemoplasmas Felinos

Muitas espécies do género Mycoplasma, ao qual pertencem os hemoplasmas,
comumente colonizam e infectam humanos, enquanto os hemoplasmas infectam
primariamente animais vertebrados ndo-humanos. Estes ndo sdo achados na natureza como
organismos de vida livre, e, além disso, dependem de uma célula hospedeira para a obtengao
de compostos essenciais que ndo sdo capazes de produzir. Desta forma, como os
hemoplasmas, outros Mycoplasma spp. causam tanto doenga aguda quanto com risco de
morte, assim como condi¢des cronicas associadas com uma redu¢do no crescimento e sinais
clinicos variados em varios hospedeiros (MESSICK, 2004).

Os parasitos se aderem, mas ndo penetram, na superficie dos eritrocitos. Eles sdo
achados em depressdes superficiais ou invaginados mais profundamente na superficie, com
uma zona de 15-20nm livre separando o parasito da membrana celular do eritrocito
(MESSICK, 2004). Fibrilas delicadas a projetadas a partir do parasito parecem se langar
através dessa ‘zona livre’, conectando o organismo com a célula hospedeira (MAEDE;
MURATA, 1978; MAEDE, 1979; MESSICK, 2004).

O espectro clinico das infec¢cdes pelos hemoplasmas felinos varia de animais
assintomaticos até crises hemoliticas graves, que podem levar a morte (FOLEY et al., 1998).
Essas crises dependem de fatores, como a espécie de hemoplasma envolvida, a
susceptibilidade do hospedeiro, do grau e velocidade de desenvolvimento da anemia e se
outras infeccdes agudas ou cronicas estdo concorrentes (MESSICK, 2004; TASKER;
LAPPIN, 2006; WILLI et al., 2007c). Gatos experimentalmente infectados com ‘Candidatus
M haemominutum’ ou M. haemofelis podem mostrar diferentes sinais. Enquanto no primeiro
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caso os sinais de infec¢do sao minimos e a anemia ¢ branda ou ausente, gatos infectados com
M. haemofelis apresentam anemia hemolitica acentuada com certa freqiiéncia (BERENT et
al., 1998; FOLEY et al., 1998). A rota de infec¢do e a dose do inoculo também podem
influenciar na gravidade de uma infeccdo (WESTFALL et al., 2001)

2.3.1 Infecgoes por M. haemofelis

De acordo com Harvey e Gaskins (1977) a doenga pode ser dividida, de forma
arbitraria, em quatro fases:

a) Fase pré-parasitémica, que compreende do momento da inoculagdo do parasito até

o aparecimento da primeira parasitemia; ¢ a fase mais curta (2-17 dias) e raros
parasitos sdo observados antes do primeiro episodio parasitémico.

b) Fase aguda, que compreende da primeira até a Gltima parasitemia, sendo a fase
onde ocorrem as parasitemias ciclicas e onde a anemia e os sinais clinicos se
tornam evidentes;

¢) Fase de recuperagdo, que abrange o tempo entre o Ultimo pico parasitémico e a
recuperagao do volume globular (VG) até 30% e;

d) Fase de portador/fase cronica, que vai da fase anterior até o momento em que o
animal esteja considerado livre do parasito.

Na fase aguda, os animais podem ser predispostos as infec¢des agudas devido a idade,
doengas concomitantes, imunossupressdo ou esplenectomia, entretanto, M. haemofelis
também ¢ responsavel pela presenca de anemia em gatos ndo esplenectomizados (MESSICK,
2004). A gravidade da doenga produzida por M. haemofelis varia, com alguns animais
apresentando uma anemia leve e auséncia de sinais clinicos e outros com uma consideravel
depressdo e anemia acentuada, resultando no 6bito (HARVEY, 2006). Infeccdes agudas por
M. haemofelis podem gerar crises hemoliticas acentuadas e as vezes fatais, inclusive em
animais imunocompetentes, sendo a mortalidade elevada nesta fase (SYKES, 2003; WILLI et
al., 2007¢).

Os sinais clinicos da fase aguda da doenca em animais natural e experimentalmente
infectados incluem letargia, fraqueza, anorexia, perda de peso, desidratagdo, palidez,
taquicardia, taquipnéia, esplenomegalia, febre intermitente (quando ha um nimero elevado de
parasitos no sangue), anemia, hepatomegalia, esplenomegalia (provavelmente em reflexo a
uma hematopoiese extramedular), linfadenopatia e, ocasionalmente, ictericia (FOLEY et al.,
1998; WESTFALL et al., 2001; HARRUS et al., 2002; MESSICK, 2003; SYKES, 2003;
MESSICK, 2004; TASKER; LAPPIN, 2006; WILLI et al., 2007c). Jensen et al. (2001)
relataram que gatos anémicos estariam mais propensos a infeccdes por hemoplasmas.
Entretanto, alguns estudos de prevaléncia, ndo revelaram essa associacdo (TASKER et al.,
2003b; TASKER et al., 2004). O organismo pode ser detectado citologicamente em gatos
anémicos e clinicamente normais. A analise desses resultados aponta que a infec¢do por
hemoplasmas felinos, detectada por citologia ou PCR, ndo indica necessariamente doenca
clinica, ndo importando a espécie de hemoplasma encontrada (WESTFALL et al., 2001). A
variagdo de resultados nesses estudos pode refletir a metodologia de selecdo das amostras bem
como as diferengas na susceptibilidade individual as infec¢des (TASKER; LAPPIN, 2006;
WILLI et al., 2007c). Os sinais clinicos dependerao sempre do estadio da doenca e da rapidez
que a anemia se desenvolve.

A doenga aguda causada por M. haemofelis é associada com uma parasitemia
acentuada das hemacias circulantes, causando uma anemia hemolitica grave, algumas vezes
fatal (MESSICK, 2004). Nesta fase, os parasitos estdo presentes no sangue circulante durante
metade do tempo, que freqiientemente dura mais de um més. Um episddio parasitémico
raramente persiste além de quatro dias sendo que em média dura de um a dois dias



(HARVEY; GASKIN, 1977). O pico de bacteremia de maior queda do VG sdo constatados
em torno de duas semanas apds a infec¢@o experimental por M. haemofelis (TASKER et al.,
2006b). Esses episodios costumam ser seguidos por varios dias onde poucos ou nenhum
parasito ¢ observado, sendo possivel a visualizacdo em uma coleta e obter um resultado
oposto na coleta seguinte (FLINT et al., 1958; HARVEY; GASKIN, 1977; BERENT et al.,
1998).

Nesta fase, o VG se encontra reduzido nos dias onde muitos parasitos sdo encontrados
no sangue e durante alguns dias apds um episodio parasitémico, sendo que a recorréncia
destes foi associada com o desenvolvimento de anemia nos gatos (HARVEY; GASKIN,
1977). O VG geralmente cai com o aumento do nimero de parasitos no sangue, mas se eleva
apos a saida dos organismos da circulagdo. Pode ocorrer febre durante as parasitemias, bem
como anorexia e perda de peso.

Gatos com infecgdes agudas por M. haemofelis desenvolvem uma hemolise acentuada
que pode ser caracterizada pela presenca de um nimero elevado de copias do DNA do
parasito na circulagao, detectado através de PCR em tempo real (WILLI et al., 2006b).

A anemia associada com a infec¢ao por M. haemofelis é tipicamente regenerativa,
mostrando anisocitose, policromasia, com um aumento no numero absoluto de reticuldcitos
(BERENT et al., 1998; FOLEY et al., 1998; MESSICK, 2003; SYKES, 2003). Corpusculos
de Howell-Jolly e presenca de hemacias nucleadas e eritrofagocitose sdo achados comuns
apods a queda do VG (FLINT et al., 1958; HARVEY; GASKIN, 1977; HARVEY; GASKIN,
1978; VANSTEENHOUSE et al., 1995; FOLEY et al., 1998; MESSICK, 2003; SYKES,
2003). A presenca de eritrécitos nucleados sugere um trauma de medula dssea, possivelmente
em decorréncia a hipoxia, o que € consistente com a manifestacdo clinica de dispnéia
(FOLEY et al., 1998). E importante assinalar que a gravidade da anemia depende do estadio
da infec¢do, e 0 VG pode cair até¢ abaixo dos 20% nos picos de parasitemia (MESSICK,
2003). Macrocitose e normocromia também sdo achados comuns em infec¢des por M.
haemofelis, embora uma hipocromia possa ser assinalada em um momento mais adiantado da
infeccdo (FOLEY et al., 1998; HARVEY, 2006). Em um estudo experimental com M.
haemofelis, todos os animais infectados desenvolveram anemia hemolitica de 15 a 17 dias
apos a inoculagdo, com o volume globular variando de 15-19% (BERENT et al., 1998). Uma
anemia nao-regenerativa pode ser observada no estadio inicial da infec¢do, quando ainda nao
houve tempo para uma resposta medular efetiva do hospedeiro (SYKES, 2003). E possivel
ainda observar uma autoaglutinagdo em amostras de sangue refrigeradas durante o estadio
agudo inicial da infec¢do (ZULTY; KOCIBA, 1990). Entretanto, o significado clinico deste
achado necessita esclarecimentos (BUCHELER; GIGER, 1991).

Uma vez que eritrocitos parasitados por M. haemofelis podem ser seqiiestrados
principalmente pelo bago e que os organismos podem ser removidos das células hospedeiras
sem a destruicdo das mesmas, voltando a circulagdo, o VG pode ndo refletir a massa de
eritrocitos do animal (HARVEY; GASKIN, 1977; 1978).

Deve-se apontar que, apesar de todas as alteracdes nos parametros hematologicos
previamente descritas serem constantemente observadas na circulacdo durante a fase aguda da
infec¢do, esses achados ndo sdo indicadores confiaveis de uma resposta regenerativa a anemia
no gato.

A proporcao mieloide:eritréide na medula dssea esta normal nos estadios iniciais da
doenga, porém reduzida subseqiientemente. A hiperplasia eritréide é manifestada ndo apenas
por um aumento no numero total de células eritrdéides, mas também por uma proporcao
aumentada de estadios imaturos (HARVEY, 20006).

Na fase de recuperagdo os organismos sdo freqlientemente observados, porém sempre
em numero reduzido (HARVEY; GASKIN, 1977). A recuperacdo hematologica ¢ mais
demorada do que a clinica, podendo as variaveis sangiiineas dos gatos permanecer instdveis
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por semanas ou meses apos a recuperacao clinica (HARVEY; GASKIN, 1978; BOBADE et
al., 1988; FOLEY et al., 1998).

Animais infectados por hemoplasmas podem se tornar carreadores cronicos por um
longo tempo, mesmo quanto tratados com antibidticos efetivos contra a doenga clinica
(WILLI et al., 2007c). Nesta fase, os animais parecem viver em um estadio balanceado, no
qual a replicagdo dos organismos estd em equilibrio com a fagocitose e remoc¢ao dos mesmos,
apesar de que a reativacao da infec¢do pode ocorrer e resultar em doenga clinica (HARVEY,
2006; TASKER; LAPPIN, 2006). A doenca clinica pode estar oculta ou pobremente definida
em animais aparentemente saudaveis, imunocompetentes e nao-esplenectomizados
(MESSICK, 2004). Esses animais podem, mesmo na auséncia de sinais clinicos, apresentarem
altas concentra¢des de DNA de M. haemofelis no sangue, bem como podem ser visualizados
parasitos na avaliacdo do esfregaco sangiiineo (HARVEY; GASKIN, 1978; WILLI et al.,
2006b). Assim, estes portadores sadios podem ainda representar uma fonte de infec¢do para
gatos no ambiente, além de ser possivel a reativagdo da doenca (HARVEY; GASKIN, 1978;
FOLEY et al., 1998; FOLEY; PEDERSEN, 2001). A capacidade de transmissao do agente foi
comprovada, uma vez que o sangue de gatos cronicamente infectados gerou doenga quando
inoculado em animal receptor livre de infec¢do (HARVEY; GASKIN, 1978).

Gatos portadores freqlientemente ndo podem ser hematologicamente diferenciados de
gatos higidos e clinicamente sadios, ¢ raros ou nenhum parasito ¢ observado na avaliacdo do
esfregaco sangiliineo (HARVEY; GASKIN, 1978; MESSICK, 2004). Nesta fase, a eliminag¢ao
completa dos parasitos nao foi observada em gatos amostrados diariamente por mais de um
ano. Pode haver queda branda do VG, mas dentro dos valores referenciais, assim como uma
reticulocitose leve com policromasia ¢ macrocitose ocasionais (HARVEY; GASKIN, 1977;
HARVEY; GASKIN, 1978; HARVEY, 2006).

Infecgdes cronicas ou subclinicas por hemoplasmas se constituem, inclusive, em
problemas para a experimentacdo animal, uma vez que esses parasitos causam alteracdes
profundas na resposta de hospedeiros infectados a uma grande variedade de procedimentos
(BAKER et al., 1971). Atualmente, pesquisadores que realizam ensaios experimentais em
animais criados para este fim necessitam estabelecer uma vigilancia eficaz e precisam,
ademais, mostrar a auséncia de infec¢des por hemoplasmas para assegurar a validade dos
resultados cientificos no futuro (KEMMING et al., 2004a; KEMMING et al., 2004b).

Estudos recentes sugerem diferengas entre os trés hemoplasmas felinos e suas
habilidades de estabelecer uma condicdo portadora. Um estado de portador parece ser
comumente encontrado em infecgdes por ‘Candidatus M. haemominutum’, mas menos
freqiiente em infec¢des por M. haemofelis (TASKER, 2006).

2.3.2. Infecgdes por ‘Candidatus M. haemominutum’ ou ‘Candidatus M. turicensis’

Estudos recentes (experimentais e de prevaléncia) mostraram diferencas na
patogenicidade entre M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ (FOLEY et al., 1998;
WESTFALL et al., 2001; JENSEN et al., 2001). Infec¢des por ‘Candidatus M.
haemominutum’ em animais sadios geralmente ndo resultam em mudancas hematoldgicas
significativas ou aparecimento de sinais clinicos consideraveis (FOLEY et al., 1998;
WESTFALL et al., 2001; GEORGE et al., 2002; LORIMIER; MESSICK, 2004). Entretanto,
0 parasito parece ter importante papel como cofator, que levaria ao aumento na
patogenicidade, em casos de infec¢des por mais de um hemoplasma ou outras doencas
debilitantes (FOLEY et al., 1998; GEORGE et al., 2002; WILLI et al., 2006b). Durante o
curso da infec¢do o VG pode baixar, entretanto se mantém dentro do intervalo de referéncia e,
adicionalmente, organismos isolados, € ocasionalmente multiplos, podem ser detectados nos
eritrocitos no pico de parasitemia (FOLEY et al., 1998; TASKER et al., 2003b). George et al.



(2002) sugeriram que este hemoplasma pode perder patogenicidade apos passagens em
diversos gatos livres de FeLLV.

Embora as infecgdes com este hemoplasma sejam geralmente assintomaticas, quedas
no VG tém sido associadas em animais imunocomprometidos, infectados por retrovirus ou em
curso de tratamento quimioterapico (GEORGE et al., 2002; LORIMIER; MESSICK, 2004).
Um outro estudo apontou uma significativa queda do VG apo6s a infecgdo experimental por
‘Candidatus M. haemominutum’ (TASKER et al., 2006a). Ha outros relatos onde infecgdes
por ‘Candidatus M. haemominutum’ também poderiam causar alteragdes clinico-patoldgicas
significativas. Um estudo realizado na Australia envolvendo animais naturalmente infectados
mostrou que gatos infectados com ‘Candidatus M. haemominutum’ apresentavam VG
significativamente menor do que animais negativos para hemoplasmas (TASKER et al.,
2004). Lorimier e Messick (2004) ao relatarem um caso concluiram que uma anemia
clinicamente significativa e com risco de causar a morte do animal poderia se desenvolver em
um gato idoso infectado pelo parasito, na presenca de alguma doenga coexistente, como
linfoma, algo que provoque estresse, ou imunossupressdo. Por ultimo, Reynolds e Lappin
(2007) relataram que seis de 21 animais anémicos analisados, ndo apresentaram outra
justificava 6bvia para a anemia se ndo a infec¢do pelo hemoplasma em questdo. Ademais, os
mesmos autores apontam que alguns gatos responderam satisfatoriamente ao tratamento com
drogas anti-hemoplasmas, sugerindo que ‘Candidatus M. haemominutum’ pode ser um
patdgeno primario em alguns gatos naturalmente infectados.

E importante reconhecer que, apesar da intensa resposta imunolégica ou tratamento
com antibioticos, gatos que estejam infectados tanto com ‘Candidatus M. haemominutum’
quanto por M. haemofelis podem se manter portadores cronicos do parasito (FOLEY et al.,
1998; MESSICK, 2003). Este fato explica os ciclos de recidiva em animais cronicamente
infectados (FOLEY et al., 1998).

O potencial patogénico de ‘Candidatus M. turicensis’ parece depender de cofatores,
como imunossupressao iatrogénica, induzida por retrovirus, infec¢do concorrente com outro
hemoplasma ou até mesmo outros fatores ainda ndo definidos (WILLI et al., 2005; WILLI et
al., 2006b; WILLI et al., 2007c). Apenas animais infectados com este novo hemoplasma
concomitantemente com os previamente conhecidos mostraram VG reduzido de forma
significativa quando comparado aos animais sem infeccdo por hemoplasmas (WILLI et al.,
2006a). Um efeito aditivo das infec¢des por hemoplasmas na doenga clinica foi reportado
para gatos coinfectados com M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ (WESTFALL
et al., 2001). Esses achados sustentam a hipdtese que cofatores, como infecgdes
concomitantes com outros hemoplasmas ou imunossupressdo podem estar envolvidos no
desenvolvimento da anemia em animais positivos para ‘Candidatus M. turicensis, o que leva a
necessidade de que um resultado PCR-positivo para este parasito seja interpretado em
conjunto com os achados clinicos e laboratoriais (WILLI et al., 2006a). Apesar da doenca ser
caracterizada por hemdlise extravascular, a existéncia de hemolise intravascular poderia
ocorrer nos casos de parasitemia por ‘Candidatus M. turicensis’, sendo uma anemia de leve a
moderada (WILLI et al., 2005).

A eliminagdo total da infec¢do por ‘Candidatus M. turicensis’ parece ter sido atingida
com sucesso apOs o tratamento, pois tentativas de induzir uma recidiva através da
administracdo de drogas imunossupressoras fracassaram (WILLI et al., 2005; WILLI et al.,

2006b).

2.3.3 Alteragdes no leucograma em infeccoes por hemoplasmas

Uma neutrofilia com leve desvio a esquerda durante a fase aguda foi reportada por
Flint et al., (1958) e Bobade et al., (1988). Entretanto, a leucometria global pode variar de



reduzida a aumentada, mas permanece na maioria das vezes dentro do intervalo de referéncia
(HARVEY; GASKIN, 1977; VANSTEENHOUSE et al., 1995; SYKES, 2003). Em alguns
casos, uma neutropenia moderada pode ocorrer logo apds o aparecimento da anemia e
neutrofilia, durante a recuperacdo (FOLEY et al., 1998).

2.3.4 Alteracgodes bioquimicas em infec¢oes por hemoplasmas

Achados bioquimicos incluem hiperbilirrubinemia, proteintria e aumento das enzimas
hepaticas, azotemia pré-renal (provavelmente em virtude da desidratagdo) e em alguns casos
hiperproteinemia apds episodios parasitémicos (VANSTEENHOUSE et al., 1995; HARRUS
et al., 2002; SYKES, 2003; WILLI et al., 2007¢). Esta, também ja foi relatada em infecgdes
com ‘Candidatus M. turicensis’ (WILLI et al., 2006a). As alteragdes na atividade das enzimas
hepaticas podem refletir hipoxia secundéria a anemia ou ainda lipidose hepatica em virtude da
anorexia (HARVEY, 2006).

Uma elevacdo nos niveis de uréia, creatinina, proteinas plasmaticas totais e lipase,
bem como diagndstico de doenga renal ja foi relatado em infecgdo por ‘Candidatus M.
haemominutum’. Entretanto, essa associagdo pode ndo ser causal, uma vez que, por exemplo,
os animais infectados examinados no estudo tinham idade avangada (WILLI et al., 2006a).
Uma glicemia reduzida também foi descrita por VanSteenhouse et al., (1995) em um animal
moribundo.

Os mesmos autores citados previamente apontaram outras alteracdes bioquimicas
pouco comuns, como hiperfosfatemia, hipoalbuminemia, elevacdo na concentracdo total de
diéxido de carbono e conseqiiente acidose.

2.3.5 Resposta imunolégica em conseqiiéncia a presenca dos hemoplasmas

Danos aos eritrocitos podem induzir a producao de anticorpos anti-eritrociticos, ou
direcionados contra os hemoplasmas de forma direta, resultando em conseqiiente destrui¢ao
da célula hospedeira (TASKER; LAPPIN, 2006). Assim, se postula que a ligacdo do
organismo aos eritrocitos pode ndo s6 expor antigenos escondidos das células vermelhas
como resultar em alteragdes das mesmas, sendo que o hospedeiro responde produzindo
anticorpos contra as hemacias (HARVEY, 2006). O teste de Coombs’ ¢é positivo, sendo
postulado que a resposta imunologica do hospedeiro a infeccdo por hemoplasmas pode
exacerbar o episdédio hemolitico agudo e o teste permanecer positivo durante toda a fase
aguda da doenca (MESSICK, 2004; HARVEY, 2006). A presen¢a de inclusdes cristaldides
em eritrocitos de animais positivos altera a forma dos globulos vermelhos, e seria uma
caracteristica intrinseca da hemoglobina de gato, entretanto, ¢ possivel que a infec¢do por M.
haemofelis aumente a propensdo da hemoglobina do gato formar cristais, diminuindo a
capacidade de deformacdo dos eritrocitos e com isso aumentado as chances dos mesmos
serem fagocitados (SIMPSON et al., 1978).

A ligacdo entre eritrocitos juntamente com organismos em comum aumenta o
seqiiestro das hemdcias em espacos vasculares limitados, potencializando assim a fagocitose
por macréfagos do sistema reticulo-endotelial (SIMPSON et al., 1978). Tal fato pode explicar
o rapido aumento do VG freqiientemente observado apds a retirada dos organismos do sangue
periférico bem como a eritrofagocitose vista comumente no sangue periférico em casos de
doenca aguda (HARVEY; GASKIN, 1977; HARVEY; GASKIN, 1978). Ademais, a
visualizacdo de parasitos livres, bem como de eritrdcitos parasitados, em macrofagos no bago
e pulmdes pode explicar o destino destes apds a ‘eliminacdo’ da circulagdo (SIMPSON et al.,
1978). Ainda ¢ possivel que, além da anemia hemolitica imunomediada e infec¢@o incidental
por M. haemofelis, a resposta imune e destrui¢ao dos eritrocitos seja secundaria a infecg@o,
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uma vez que um aumento da fragilidade osmotica das hemacias foi observada em um estudo
do mecanismo da anemia presente em gatos infectados por este hemoplasma, o que poderia
levar a presenca de células danificadas na circula¢do e conseqiiente producio de anticorpos
contra os eritrocitos (MAEDE; HATA, 1975). Essa hipotese seria reforcada pelo fato dos
organismos se conectarem ao eritrocito causando invaginagdo da membrana celular e
conseqiiente altera¢do de forma da mesma (MAEDE; SONODA, 1975).

Gatos curados sdo susceptiveis a reinfeccdo (FLINT et al., 1959). Os gatos infectados
com M. haemofelis ndo desenvolvem anticorpos especificos contra ‘Candidatus M.
haemominutum’, ao contrario da situacdo oposta, que ocorre de certa forma (FOLEY,
PEDERSEN, 2001). Entretanto, infecgdes concomitantes com esses dois organismos ja foram
documentadas natural e experimentalmente (JENSEN et al., 2001; WESTFALL et al., 2001).
Devido ao fato da anemia associada a infeccdo por M. haemofelis ser imunomediada,
infec¢des anteriores com ‘Candidatus M. haemominutum’ podem predispor o animal a
doenca imunomediada ao ser subseqiientemente exposto ao organismo mais patogénico (M.
haemofelis) (WESTFALL et al., 2001).

Fortes evidéncias sugerem que a reacdo imunoldgica do hospedeiro desempenha
importante papel no desenvolvimento dos sinais clinicos associados com infecgdes agudas e
cronicas por Mycoplasma spp. (FOLEY et al. 1998; MESSICK, 2004). Gatos com infec¢édo
aguda por M. haemofelis podem desenvolver uma hemdlise acentuada, por outro lado, animais
cronicamente infectados que se recuperam da doenca aguda podem ndo apresentar sinais
clinicos mesmo com grande quantidade de parasitos no sangue (WILLI et al., 2007c).

Anticorpos especificos contra antigeno de M. haemofelis foram detectados no soro de
um animal experimentalmente infectado no 14° dia poés-infec¢do, sugerindo que outro
mecanismo de destrui¢do imunomediada deveria ser considerado (ALLEMAN et al., 1999).
Os mesmos autores sugeriram que o antigeno de 14 Kda ndo seria apenas o mais
imunodominante dentre todos os antigenos de M. haemofelis, mas também seria reconhecido
consistentemente pelo soro imune em diversos momentos durante o curso da infeccao.

A primeira Imunoglobulina (Ig) da classe G, tanto contra M. haemofelis quanto
‘Candidatus M. haemominutum’ foi observada no 21° dia pds-infecg¢do, sendo que no dia 28
PI o titulo atingiu 400. A possibilidade de reagdes cruzadas foi verificada entre esses dois
hemoplasmas, indicando que laminas com substrato de ‘Candidatus M. haemominutum’
reagiriam apenas com soro de animal infectado por este parasito. Entretanto, substratos de M.
haemofelis reagiram com ambos os hemoplasmas (FOLEY et al., 1998).

2.4 Estudos Epidemiolégicos no Mundo

Os hemoplasmas felinos ja foram observados em todos os continentes, com excegao
do Antartico (CLARK, 1942; FLINT; MOSS, 1953; SEAMER; DOUGLAS, 1959;
MANUSU, 1962; MASSARD et al., 1978; INOKUMA et al., 2004).

Baseado na morfologia dos organismos, sinais clinicos e achados laboratoriais, ¢
provavel que a maioria das publicacdes acerca de infecgdes por hemoplasmas felinos
anteriores a 1998 se refira a forma ‘grande’ de H. felis, atualmente chamada de M. haemofelis
(HARVEY, 2006). Ademais, devido a sensibilidade reduzida dos testes de diagnostico para a
detec¢dao de hemoplasmas utilizados no passado, poucos estudos epidemiologicos acurados da
infec¢do por hemoplasmas felinos foram reportados antes do ano 2000 (SYKES, 2003).

Um dos primeiros estudos epidemiologicos da anemia infecciosa felina, doenca
causada por H. felis, em gatos domésticos foi reportado por Hayes e Priester (1973). Neste
estudo retrospectivo, foram usados dados de 43.514 gatos apresentados a 11 Universidades
norte-americanas ¢ uma prevaléncia de 0,86% foi encontrada, baseando-se em achados
hematologicos e de necropsia. Gatos machos apresentaram 2,5 vezes mais chances de estarem
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infectados por H. felis. Ademais, gatos sem raga definida, de pélo curto ou ainda animais entre
quatro e seis anos de idade também apresentaram um risco mais elevado de apresentar a
doenga. Durante a década de 1980, outro estudo de prevaléncia foi realizado na Europa por
Nash e Bobade (1986). Usando a andlise de esfregacos sangiiineos, os autores identificaram
que 23% de 155 gatos apresentados a Escola de Veterinaria da Universidade de Glasgow,
Escocia, entre novembro de 1979 e julho de 1980 estavam infectados. Neste estudo, as
infecgdes por H. felis foram mais prevalecentes em gatos com pulgas, atingindo 61,1% dos
mesmos. Além disso, 47,2% dos animais positivos para H. felis também tiveram o mesmo
resultado para FeLV e, gatos com idade entre 7 e 8 anos apresentaram um maior risco de
infeccdo pelo agente da anemia infecciosa felina (66,7%). Usando o mesmo método de
diagnéstico, Grindem et al. (1990), acharam uma prevaléncia total de 4,9% (6/123) em
coortes de animais doentes e sadios ao analisarem fatores de risco para infec¢oes por H. felis.
No mesmo estudo, ao analisarem as coortes em separado, 7,5% dos animais doentes estavam
infectados por H. felis enquanto 3,6% dos gatos sadios estavam parasitados. Fatores
responsaveis pela elevacdo do risco relativo para a infecgdo por H. felis identificados no
referido estudo incluem a presenca de doencas, anemia e/ou abscessos, positividade para
FelLV, falta de vacinacdo, historico de mordidas, idade (< 3 anos) e acesso a ambientes
externos.

Devido as faltas de sensibilidade e especificidade da detec¢do microscopica do
parasito, novas técnicas moleculares foram desenvolvidas a fim de fornecer um diagndstico
mais preciso ¢ confidvel. O desenvolvimento das técnicas de PCR especificas para um
diagnoéstico sensivel e especifico das infecgdes por hemoplasmas permitiu o estudo da
epidemiologia e patogénese destes parasitos em maiores detalhes (WILLI et al., 2007¢).

Usando um protocolo de PCR, Jensen et al. (2001) avaliaram 220 gatos domésticos
dos EUA para a ocorréncia de hemoplasmas. As amostras do grupo de estudo (82) foram
obtidas de gatos domésticos com base nos sinais clinicos e hematoldgicos (febre, anemia ou
ainda evidéncias citoldgicas do parasito). Amostras-controle (138) foram coletadas de animais
sem nenhuma suspeita de infec¢cdo por hemoplasmas. Quarenta e trés dos 220 animais
(19,5%) apresentaram resultado PCR-positivo para hemoplasmas. Dentre os 82 gatos
suspeitos, 10 (12,2%) tiveram o DNA de M. haemofelis (isolado Ohio de H. felis) detectado
em seu sangue, enquanto nove (11%) apresentaram resultado PCR-positivo para ‘Candidatus
M. haemominutum’ e quatro (4,9%) animais estavam positivos para ambos os hemoplasmas
totalizando assim uma freqiiéncia de 28% para infecgdes por hemoplasmas nesse grupo.
Dentre os animais-controle, ndo houve resultados positivos apenas para M. haemofelis; por
outro lado, 19/138 desses animais (13,8%) foram ‘Candidatus M. haemominutum’-positivos e
apenas um (0,7%) apresentou PCR positiva para ambos os hemoplasmas. Assim, animais
suspeitos estavam significativamente em maior risco de estarem infectados por hemoplasmas
do que os animais-controle. No mesmo estudo, animais anémicos estavam significativamente
mais sujeitos a infeccdo por M. haemofelis (4/28; 14,3%) ou duplamente infectados (2/28;
7,1%) que animais sem anemia. Este foi o primeiro estudo molecular a diferenciar os dois
isolados de hemoplasmas felinos conhecidos até entdo.

Em seqiiéncia ao estudo previamente citado, diversos autores passaram a investigar a
prevaléncia/freqiiéncia de infecgdes por hemoplasmas felinos no mundo utilizando técnicas
moleculares. Ao analisarem amostras de 120 gatos saudaveis e 306 doentes no Reino Unido,
freqliéncias totais de 16,9 (72/426), 1,4 (6/426) ¢ 0,2% (1/426) foram respectivamente
encontras para infec¢des por ‘Candidatus M. haemominutum’, M. haemofelis ¢ infec¢des
multiplas (TASKER et al., 2003a). Neste estudo os animais foram definidos como saudaveis
ou doentes com base no histérico e motivo para a apresentacdo na clinica. Entre os gatos
saudaveis, 10/120 (8,3%) apresentavam infec¢do por ‘Candidatus M. haemominutum’,
enquanto apenas 2/120 (1,7%) eram positivos para 0 DNA de M. haemofelis. Ao analisarem
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os gatos doentes, 122/306 (39,9%) estavam anémicos, e 184 (60,1%) apresentavam VG
normal. No subgrupo de gatos anémicos, 24/122 (19,7%) e 2/122 (1,6%) eram PCR-positivos
para ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis respectivamente. Dentre os animais
doentes, porém nao-anémicos, 38/184 (20,7%) apresentaram DNA de ‘Candidatus M.
haemominutum’ em seu sangue, enquanto que 2/184 (1,1%) e 1/184 (0,55%) estavam
positivos para M. haemofelis e ambos os hemoplasmas respectivamente. Fatores de risco
associados com a infec¢do por ‘Candidatus M. haemominutum’ incluiram idade (mais velho,
mais sujeito a infecc¢do), sexo (machos), condicao do grupo (animais doentes em maior risco,
independentemente de anemia). Este estudo ndo conseguiu demonstrar nenhum fator de risco
relacionado com M. haemofelis, provavelmente pelo baixo numero de animais infectados.

Utilizando uma diferente abordagem na sele¢do das amostras, Kewish et al. (2004)
estudaram uma popula¢do de 60 gatos no Canadd. Os autores dividiram os animais da
seguinte forma: a) gatos com anemia regenerativa e presenca de organismos no esfregaco
sangiiineo (18/60; 30%); b) gatos com anemia nao-regenerativa sem organismos identificados
na analise microscopica (22/60; 36,7%); c) gatos sem alteragdes no hemograma e com sinais
clinicos minimos (20/60; 33,3%). Freqiiéncias de 66,7 (12/18) e 5,6% (1/18) para os DNA de
M. haemofelis ¢ ‘Candidatus M. haemominutum’ foram encontradas respectivamente dentre
os animais do grupo ‘a’. Em rela¢do ao grupo ‘b’, 4/22 (18,2%) dos gatos tiveram resultado
positivo para M. haemofelis, sendo que a mesma freqiiéncia foi achada para infecg¢des por
‘Candidatus M. haemominutum’. Ndo houve resultados positivos para M. haemofelis no
grupo ‘c’, enquanto 10% (2/20) tiveram o DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’
identificado. Uma taxa de infec¢do de 52,2% (21/40) foi obtida quando os dados dos grupos
‘a’ e ‘b’ foram combinados, mostrando que a anemia pode desempenhar um importante papel
como fator associado para as infec¢des por hemoplasmas.

Através de técnicas de PCR e analise de digestdo por enzimas de restri¢do, Inokuma et
al. (2004) encontraram uma ocorréncia de 17,7% para hemoplasmas em uma populacdo de
102 gatos domésticos selecionados aleatoriamente dentre os apresentados a clinica
universitdria durante o periodo de um ano (mar¢co/2002 a mar¢o/2003) na regido de
Yamaguchi, Japdo. Neste estudo, gatos foram agrupados como doentes (90/102) e sadios
(12/102), sendo que todos os animais positivos para hemoplasmas foram identificados no
primeiro grupo (18/90; 20%). Dentre os animais hemoplasma-positivos, 2/18 (11,1%) e 16/18
(88,9%) estavam infectados respectivamente por M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’. Dezesseis de 52 (30,77%) dos gatos ndo confinados estavam infectados por
alguma espécie de hemoplasma, enquanto apenas 1/36 (2,7%) dos animais sem acesso ao
ambiente externo apresentavam a mesma infeccdo. Achados semelhantes foram revelados
para animais positivos para FeLV. Trés de quatro (75%) animais FeLV positivos
apresentavam o mesmo resultado para a presenca do DNA de algum hemoplasma, enquanto
apenas nove, dentre os 63 animais FeLV-negativos tiveram uma infeccdo por hemoplasma
identificada.

Usando um método mais recente de diagndstico, a PCR em tempo real (RT-PCR),
Tasker et al. (2004) testaram 147 gatos para a presenca de DNA de hemoplasmas felinos na
Australia. A maioria das amostras foi coletada de gatos ndo sadios. Trinta e quatro de 147
animais (23,1%) eram positivos para ‘Candidatus M. haemominutum’, enquanto 6/147
(4,1%) eram M. haemofelis-positivos. Apenas um dentre os 147 (0,7%) animais testados foi
positivo para ambos os hemoplasmas. Neste estudo foram identificados os seguintes fatores
associados a infecgdes por ‘Candidatus M. haemominutum’: idade (animais mais velhos),
sexo (machos), raga (mesti¢os), VG (reduzido). Nao houve diferenga significativa no nimero
de animais anémicos entre gatos positivos para M. haemofelis e animais negativos, entretanto,
o nimero de casos positivos para M. haemofelis identificado neste estudo foi reduzido,
impossibilitando qualquer andlise estatistica mais profunda.
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Através de um protocolo de PCR convencional, Luria et al. (2004) testaram 484 gatos
errantes na Florida, EUA, para a presenca de DNA de hemoplasmas. Quarenta animais (8,3%)
de 484 eram positivos para M. haemofelis e 59/484 (12,2%) eram ‘Candidatus M.
haemominutum’-positivos. Enquanto a presenca de FIV foi considerada um fator de risco para
ambas as infec¢des por hemoplasmas, a presenca de FeLV se associou apenas com
‘Candidatus M. haemominutum’. Neste estudo, gatos infectados com uma espécie de
hemoplasma estavam em maior risco de estarem coinfectados com uma segunda espécie.
Ademais, gatos machos apresentaram uma maior predisposi¢do a infeccdo por hemoplasmas,
assim como animais infectados com outros agentes patogénicos (Toxoplasma gondii,
Coronavirus).

Uma vez que as pulgas sdo implicadas como uma das principais vias de transmissao
horizontal dos hemoplasmas, um estudo relacionado a presenca deste ectoparasito foi
efetuado por Lappin et al. (2006). Os autores procuraram por infec¢des por hemoplasmas em
92 gatos infestados por pulgas, selecionados durante o exame clinico. Através de um
protocolo de PCR convencional, foi achado que 20/92 gatos (21,7%) eram positivos para
‘Candidatus M. haemominutum’, e 7/92 (7,6%) para M. haemofelis. Neste estudo, DNA de
M. haemofelis foi detectado em apenas um gato e em suas respectivas pulgas (ambos estavam
coinfectados com ‘Candidatus M. haemominutum’) ¢ o DNA de ‘Candidatus M.
haemominutum’ foi amplificado em apenas 15% das pulgas coletadas de animais positivos
para esse hemoplasma. Desta forma, o papel de Ctenocephalides felis na transmissdo dos
hemoplasmas se manteve inconclusivo, ndo podendo ser indicado como um fator de risco para
as infecgdes por hemoplasmas.

Um dos estudos epidemioldgicos mais recentes foi realizado na Europa, por Willi et
al. (2006b). Através da técnica de PCR em tempo real, 713 gatos foram testados para a
presenca de DNA de hemoplasmas felinos na Suica. A maioria das amostras (627/713;
87,9%) foi coletada de animais doentes, e 86/713 (12,1%) a partir de animais sadios. Das 713
amostras, 98 (13,7%) apresentavam uma suspeita para infec¢do por hemoplasma, sendo
denominadas amostras pré-selecionadas, e 615 foram provenientes de animais sem suspeita
para infecgdes por hemoplasmas (ndo pré-selecionadas), independentemente de suas
condi¢des de saude. Neste ultimo grupo, 52/615 (8,5%) animais tiveram um resultado positivo
para o DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’, a0 mesmo tempo em que trés de 615 (0,5%)
foram M. haemofelis positivos. Seis animais deste grupo (1%) foram positivos para o novo
hemoplasma, ‘Candidatus M. turicensis’, sendo que trés destes gatos (50%) também
apresentaram infec¢do por ‘Candidatus M. haemominutum’. Ao incluirem as amostras pré-
selecionadas na analise (n total=713), 71 (10%), 11 (1,5%) e 9 (1,3%) dos animais
apresentaram um resultado positivo para M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus M. turicensis’ respectivamente. Dentre os animais ‘Candidatus M.
haemominutum’-positivos, 2/71 (2,8%) estavam coinfectados com M. haemofelis e, entre os
gatos em cujo sangue foi achado DNA de ‘Candidatus M. turicensis’, 6/9 (67%) também
apresentaram DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’. Fatores associados a infec¢ao por
hemoplasmas incluiram idade mais avancada, sexo masculino, ter acesso ao ambiente externo,
habitar nas regides Oeste e Sul da Suica (temperaturas médias mais elevadas e presenca de
artropodes, provaveis vetores). Os mesmos fatores estavam associados a infec¢do apenas por
‘Candidatus M. haemominutum’, que também apresentou relagao significativa com infecgdes
por ‘Candidatus M. turicensis’. Gatos doentes ¢ PCR-positivos para ‘Candidatus M.
haemominutum’ tiveram as concentragdes de uréia sérica, creatinina, proteinas totais e lipase
mais elevadas, bem como maior preseng¢a de insuficiéncia renal do que os gatos também
doentes, porém negativos para o DNA deste hemoplasma. Os Unicos fatores associados a
infec¢do por M. haemofelis foram o sexo masculino e a residéncia em areas com temperaturas
mais elevadas, bem como o fato de serem animais mesti¢os. ‘Candidatus M. turicensis’
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apresentou apenas uma associagdo com infecgdes por ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ a
totalidade dos casos positivos em animais sem raca definida (SRD).

‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ foi posteriormente identificado na Australia,
Africa do Sul e Reino Unido, através de um estudo retrospectivo, onde foram analisadas
amostras de outros trabalhos, que se encontravam congeladas (WILLI et al. 2006a). Incluindo
todos os animais do estudo, 43/642 (6,7%) apresentaram o DNA deste novo hemoplasmas em
suas amostras, sendo10/426 (2,3%), 18/69 (26%) e 15/147 (10,2%) no Reino Unido, Australia
e Africa do Sul respectivamente. Ademais, a infecgdo por ‘Candidatus M. turicensis’ estava
associada a presengca de DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢/ou M. haemofelis bem
como ao sexo do animais (macho).

Sykes et al. (2007a) identificaram recentemente a presenga de ‘Candidatus M.
turicensis’ nos EUA através do seqiienciamento do 16S rRNA de uma amostra suspeita. Neste
trabalho, foram usados animais com (n=135) e sem (n=128) anemia, cujos sangues foram
obtidos de junho/2002 até maio/2003 no hospital veterinario da Universidade de Davis,
California. Uma ocorréncia geral de 18% (n=47) foi encontrada para os hemoplasmas, sendo a
grande maioria dos casos referentes a presenga de DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’.
Fatores associados com a infecgdo por este parasito incluiram acesso ao ambiente externo,
infeccdo por FIV, presenga de carcinoma de células escamosas, estomatite, idade mais
avancada e, quanto mantidos na analise apenas gatos hemoplasma-positivos houve também
uma associacdo com a infec¢do por FeLV. No Brasil, esse novo parasito foi descrito apenas
em felinos selvagens mantidos em cativeiro (WILLI et al., 2007a).

‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ foi descrito pela primeira vez no continente
asiatico por Fujihara et al. (2007). Neste estudo, os autores identificaram a ocorréncia de trés
espécies de hemoplasmas em 60 gatos domésticos apresentados a clinicas e hospitais
veterinarios de diversas partes do Japao entre 2004 e 2005. Tiveram resultados positivos para
M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ 6/60 (10%), 21/60 (35%) das amostras
analisadas, respectivamente. Dois animais (3,4%) estavam coinfectados com M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’, enquanto que apenas um animal (1,7%) apresentou DNA de
‘Candidatus M. haemominutum’ associado a infec¢do por ‘Candidatus M. turicensis’, assim
como apenas um gato (1,7%) teve resultado duplo-positivo para ‘Candidatus M. turicensis e
M. haemofelis. Quatro dos 60 animais testados (6,7%) apresentaram resultados triplamente
positivos, para todos os hemoplasmas pesquisados. O estudo concluiu que existe uma forte
associa¢do da infec¢do por ‘Candidatus M. turicensis’ com uma segunda ¢ até mesmo uma
terceira infec¢do por outra(s) espécie(s) de hemoplasma(s) no mesmo animal.

Devido ao fato de varios parasitos poderem ser transmitidos por transfusdo sangiiinea,
Wardrop et al. (2005) sugeriram novos procedimentos para o mapeamento de doengas
infecciosas em doadores felinos e caninos. Baseando-se nessas recomendacoes e utilizando
uma técnica de PCR convencional, Hackett et al. (2006) mapearam 146 gatos doadores de
sangue para a presen¢a de diversos agentes patogénicos, inclusive hemoplasmas. Entre esses
gatos, 28 eram animais de laboratério, e 118 provenientes da comunidade. Nao houve
resultado positivo para a presenca de DNA de hemoplasmas entre os animais do primeiro
grupo. Catorze dos 118 gatos da comunidade (11,86%) apresentaram infec¢do por pelo menos
um hemoplasma. Nove desses 118 animais (7,62%) eram positivos para ‘Candidatus M.
haemominutum’, enquanto quatro (3,4%) eram positivos para M. haemofelis. Apenas um
entre os 118 gatos (0,85%) estava duplamente infectado. Este trabalho também identificou
que gatos infestados por pulga ou que tinham acesso ao ambiente externo estavam mais
propicios a uma infec¢do por hemoplasma.

Uma sintese acerca de diversos estudos de prevaléncia/ocorréncia de hemoplasmas em
gatos domésticos realizados no mundo encontra-se no Quadro 3.
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Quadro 3. Resumo de alguns estudos de prevaléncia/ocorréncia de hemoplasmas em gatos
domésticos realizados no mundo, relacionados os locais, coortes e nimero de animais
utilizados, bem como os métodos de diagnostico empregados.

Local Coorte n MD* Referéncia

EUA Andlise retrospectiva dos registros 43514 AESt (1)
de Universidades do pais

Escocia Atendimentos do Hospital 155 AEST (2)
Universitario (HU) local

EUA Animais doentes e sadios 123 AESt 3)
atendidos no HU local

EUA Animais suspeitos ou ndo, para 220 PCR' 4)
infecgdes por hemoplasmas

Reino Unido Animais sadios e doentes 426 PCR' (5)

Espanha Amostras coletadas em clinicas 60 PCR/RFLP** (6)

Japao Selecao aleatoria de animais 102 PCR' (7)
atendidos no HU local

EUA Gatos errantes 484 PCR' (8)

Canada Animais com anemia regenerativa, 60 PCR' 9)
arregenerativa ou com hemograma
sem alteragoes

Australia Animais ndo-sadios (maioria) 147 RT-PCR? (10)

Africado Sul  Animais doentes considerados 78 RT-PCR (11)
positivos pela AES para a presenca
de hemoplasmas

Suica Animais doentes e sadios 713 RT-PCR* (12)

EUA Animais doadores de sangue 146 PCR' (13)

Austrélia, Estudo retrospectivo realizado a 642 RT-PCR* (14)

Africa do Sul e partir de amostras congeladas de

Reino Unido gatos doentes e sadios

EUA Animais com pulgas 92 PCR' (15)

EUA Animais anémicos ou nao, 263 RT-PCR* (16)
atendidos no HU local

Japdo Animais atendidos em clinicas do 60 PCR' (17)

pais

*M¢étodo de diagnostico utilizado.

Avaliagdo do esfregago sangiiineo corado por técnica de Romanowsky.
"Reacdo em cadeia da polimerase.
**PCR seguida de digestdo por enzimas de restrigdo
*PCR em tempo real.
Referéncias: 1- Hayes ¢ Priester (1973); 2- Nash e Bobade (1986); 3- Grindem et al. (1990); 4- Jensen et al.
(2001); 5- Tasker et al. (2003a); 6- Criado-Fornelio et al. (2003); 7- Inokuma et al. (2004); 8- Luria et al. (2004);
9- Kewish et al. (2004); 10- Tasker et al. (2004); 11- Lobetti e Tasker (2004); 12- Willi et al. (2006b); 13-
Hackett et al. (2006); 14- Willi et al. (2006a); 15- Lappin et al. (2006); 16- Sykes et al. (2007a);17- Fujihara et
al. (2007).
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Além disso, um resumo dos fatores associados as infecgdes por hemoplasmas esta
descrito no Quadro 4.

Quadro 4. Resumo dos fatores associados as infecgdes por hemoplasmas em gatos
domeésticos com base em diversos estudos realizados no mundo

Fator associado Referéncia
Positividade para FeLV (2); 3); (6); (T e (14)
Positividade para FIV (7) e (14)

Presenca de pulgas 2)e(12)

Anemia 3);(4); ) e (9)

Gatos doentes/suspeitos (4); (5); (6) e (8)

Falta de vacinas 3)

Histodrico de abscessos por mordedura de gatos 3)

Idade (elevada) 3);(5);9); (1) e (14)
Idade (reduzida) (1)

Acesso ao ambiente externo
Sexo (masculino)
Animais sem raga definida

Infecgdes por Toxoplasma gondii ou Coronavirus

Infecgdo por algum outro hemoplasma
Diagnostico de insuficiéncia renal
Alteracdes na bioquimica sérica
Alteragdes no hemograma

Estomatite

Carcinoma de células escamosas

(3): (6); (11); (12) e (14)
(1; 5); (7; 9); (1) e (13)
(1); 9); (A1)

(7

(7); (11); (13) e (15)

(11

(11)

(10) e (13)

(14)

(14)

Referéncias: 1- Hayes e Priester (1973); 2- Nash e Bobade (1986); 3- Grindem et al. (1990); 4- Jensen
et al. (2001); 5- Tasker et al. (2003a); 6- Inokuma et al. (2004); 7- Luria et al. (2004); 8- Kewish et al.
(2004); 9- Tasker et al. (2004); 10- Lobetti e Tasker (2004); 11- Willi et al. (2006b); 12- Hackett et al.
(2006); 13- Willi et al. (2006a); 14- Sykes et al. (2007a); 15- Fujihara et al. (2007)

2.4.1 Hemoplasmas em gatos domésticos no Brasil

Desde que Massard et al. (1978) identificaram o primeiro caso de infecgdo por H. felis
no Brasil, pouco se pesquisou sobre este parasito no pais, sendo poucos os estudos sobre a
prevaléncia/freqiiéncia de hemoplasmas felinos em gatos domésticos. Souza (2002), a partir
de amostras coletadas de 56 animais durante uma campanha de vacinag¢do anti-rdbica no
Municipio de Niterdi, RJ, encontrou uma freqliéncia total de 50% para infecgcdes por
hemoplasmas (provavelmente M. haemofelis) através de analise por microscopia oOptica.
Usando a mesma metodologia de diagndstico, uma freqiiéncia de 38% foi encontrada em
gatos errantes da area do zooldgico da Cidade do Rio de Janeiro, RJ (MENDES-DE-
ALMEIDA et al., 2004).

Em um estudo realizado na Regido Sul do Brasil, Baumann et al. (2006) analisaram
uma populagdo de animais anémicos através de PCR e infecgdes por hemoplasmas foram
encontradas em 56,7% dos gatos testados, sendo que a ocorréncia de M. haemofelis foi maior
quando comparada com a de ‘Candidatus M. haemominutum’ (37,8 e 10,8%
respectivamente). Utilizando a mesma técnica de diagnoéstico, infecgdes por mais de uma
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espécie de hemoplasma ocorrendo de forma concomitante no mesmo animal também foram
descritas em trés gatos domésticos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina, Parand (MORAIS et al., 2007). Em nenhum dos dois estudos

previamente citados houve andlise de fatores associados a infec¢do por hemoplasmas felinos.
2.4.2 Hemoplasmas em felinos silvestres

Poucos sdo os relatos sobre a ocorréncia de hemoplasmas em felinos silvestres.
Haefner et al. (2003) detectaram a variante Ohio de H. felis — M. haemofelis — em dois tigres
(Panthera tigris) mantidos em cativeiro nos EUA. No Brasil, um hemoplasma menos
patogénico, ‘Candidatus M. haemominutum’, foi encontrado em um ledo (P. leo) mantido em
cativeiro no jardim zooldgico de Curitiba, Parana (GUIMARAES et al., 2007).

Um trabalho mais detalhado acerca da ocorréncia de M. haemofelis, ‘Candidatus M.
haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’ em animais silvestres foi realizado por Willi et
al. (2007a) através da técnica de PCR em tempo real. Os autores analisaram 257 amostras de
felinos silvestres mantidos em cativeiro em diversos paises, bem como de uma populagdo
selvagem. No Brasil, apenas felideos mantidos em cativeiro na Fundagdo Parque Zoologico
de Sao Paulo foram analisados (n=110). Estes animais incluiam dois guepardos (Acinonyx
jubatus), quatro leopardos (P. pardus), cinco ledes (P. leo), 11 tigres siberianos (P. tigris
altaica), dois leopardos da neve (Uncia uncia), sete gatos-do-mato grandes (Oncifelis
geoffroyi), 23 jaguarundis (Herpailurus yaguaroundi), nove gatos-maracaja (Leopardus
wiedii), seis jaguatiricas (L. pardalis), 33 gatos-do-mato pequenos (L. tigrinus), cinco gatos-
dos-pampas (O. colocolo), ¢ dois pumas (Puma concolor). Dentre todos esses animais, um
gato-maracaja (1/110; 0,9%) apresentou resultado duplamente positivo para M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’, enquanto uma jaguatirica (1/110; 0,9%) teve o DNA dos
trés hemoplasmas pesquisados encontrado em seu sangue. Nove dos 110 animais (8,2%)
tiveram um resultado positivo apenas para ‘Candidatus M. haemominutum’ (um ledo, um
gato-do-mato grande, trés jaguatiricas, trés gatos-do-mato pequenos e um puma). Nao houve
infecgdes isoladas por M. haemofelis ou ‘Candidatus M. turicensis’. Neste estudo também
foram amostrados 35 linces ibéricos (Lynx pardinus) da Espanha, 36 linces da eurasia (Ly.
lynx) da Suiga, 31 gatos selvagens europeus (Felis silvestris silvestris) da Franga, e 45 ledes
(P. leo) provenientes da Tanzania. Considerando todos os animais usados no estudo, inclusive
aqueles com infec¢des multiplas, (n=257), ocorréncias de 18% (45/257), 32% (83/257) ¢ 20%
(51/257) foram encontradas para M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus M. turicensis, respectivamente. O trabalho também mostrou o elevado niimero de
casos de infecgdes por hemoplasmas em animais silvestres (n=129), onde 43 animais (33%)
foram positivos para M. haemofelis, enquanto 70 (54%) e 49 (39%) obtiveram um resultado
PCR-positivo para, respectivamente, ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M.
turicensis.

2.4.3 Transmissao

O modo de transmissdo dos hemoplasmas felinos permanece nebuloso.
Experimentalmente, os hemoplasmas felinos podem ser transmitidos por inoculagdo
intraperitoneal, parenteral e até mesmo por ingestdo de sangue contaminado (FLINT; MOSS,
1953; FLINT et al., 1959; HARVEY; GASKIN, 1977).

A disseminacdo da infeccdo por meio de artropodes hematdfagos, como pulgas, €
considerada por muitos autores como sendo o modo primdrio de transmissdo do parasito
(HARVEY, 2006). Em um estudo recente, Shaw et al. (2004) descobriram DNA de
hemoplasmas em 40% das pulgas coletadas de cdes e gatos no Reino Unido. Este numero se
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elevou para 49% quando abrangeu apenas a populacdo de pulgas encontradas nos gatos
domésticos. Ademais, varias amostras obtidas a partir de individuos ou de um pool de pulgas
revelaram a presenca de DNA de mais de um patogeno, incluindo Bartonella henselae,
Rickettsia felis ¢ hemoplasmas. A participagdo de Ct. felis na transmissdo de hemoplasmas
ainda ndo foi totalmente elucidada e, de acordo com Lappin et al. (2006), carece de
informagdes, sendo alvo de diversos estudos. A transmissdo dos hemoplasmas por meio da
pulga Ct. felis foi testada experimentalmente por Woods et al. (2005), sugerindo que a
transferéncia hematofaga de ‘Candidatus M. haemominutum’ e M. haemofelis do animal para
o inseto € viavel, corroborando inclusive estudo anterior realizado por Lappin et al. (2003),
entretanto o caminho inverso ndo pdde ser comprovado. Subseqiientemente, Woods et al.
(2006) sugeriram que a ingestdo de Ct. felis infectadas por hemoplasmas ndo se consiste em
um importante meio de transmissdo desses parasitos para gatos.

Carrapatos sdo outros artropodes suspeitos de transmitirem os hemoplasmas felinos.
DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ foi encontrado em carrapatos Ixodes ovatus
coletados da vegetagdo, o que além de sugerir a participacdo do carrapato como vetor, levanta
a possibilidade de haver transmissao transestadial do parasito (TAROURA et al., 2005). Willi
et al. (2007b) também encontraram DNA de hemoplasmas em diferentes espécies de
artropodes. Enquanto o DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ foi encontrado em
carrapatos do género Ixodes e em pulgas Ct. felis, o DNA de ‘Candidatus M. turicensis’ foi
achado em carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus.

Outros estudos apontam para a importancia da transmissao direta no ciclo de vida dos
hemoplasmas. Dean et al. (2005) encontraram DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ na
saliva e em glandulas salivares de gatos domésticos experimentalmente infectados. Abscessos
por mordedura parecem ser a alteracdo mais freqliente reconhecida como precedente da
hemoplasmose felina. Apesar dos abscessos serem indubitavelmente estressantes € com isso
poderem ser um fator de ativagdo de uma infeccdo latente, a possibilidade da transmissao
direta do agente através da mordedura deve ser considerada (HARVEY, 2006). Esses
resultados estdo de acordo com um estudo mais recente, que ao monitorar dois gatos
domésticos experimentalmente infectados com ‘Candidatus M. turicensis’ pdde detectar o
DNA do referido hemoplasma na saliva e fezes dos animais até nove semanas apo6s a infec¢ao
(WILLI et al. 2007b). Esse mesmo estudo sugere, entretanto, que interagdes agressivas seriam
necessarias para a transmissao direta dos hemoplasmas, devido a pequena quantidade de DNA
encontrado.

Mycoplasma haemofelis também pode ser transmitido de fémeas com doenga clinica
para sua prole na auséncia de um vetor artropode. Entretanto, ¢ desconhecido se a transmissao
ocorreria in utero, durante o parto, ou ainda durante os cuidados da mae com a sua cria nos
momentos seguintes (HARBUTT, 1963; HARVEY; GASKIN, 1977; HARVEY, 2006). A
transmissdo iatrogénica dos hemoplasmas pode ocorrer também por transfusdo de sangue
(WILLI et al., 2006b; GARY et al., 2006). Assim, gatos utilizados como doadores de sangue
devem ser investigados para a presenga de infecgdes por hemoplasmas, uma vez que os
parasitos conseguem sobreviver até por uma hora (M. haemofelis) e uma semana (‘Candidatus
M. haemominutum’) em sangue estocado sob refrigeracdo (GARY et al., 2006).

Hemoplasmas de felideos selvagens mostraram mais de 97% de identidade na
seqiiéncia do gene 16S rRNA quando comparada com isolados da mesma espécie de
hemoplasma derivada de gatos domésticos (WILLI et al., 2007a). Este fato pode indicar a
possibilidade de transmissdo entre felideos selvagens e domésticos através de artrépodes
vetores (WILLI et al., 2007¢).
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2.5 Diagnostico
2.5.1 Isolamento

A impossibilidade em cultivar esses agentes fora de seus hospedeiros naturais tem
limitado a investigacdo acerca dos hemoplasmas, sendo que a manutencdo e propagagdo dos
organismos ¢ realizada in vivo através de multiplas passagens nos hospedeiros (FOLEY;
PEDERSEN, 2001; WILLI et al., 2007c). Tentativas de se isolar os hemoplasmas felinos em
laboratorio ndo tiveram sucesso, incluindo aqueles que usaram meios especificos para
Mycoplasma spp. e agar-sangue fresco de gato (FOLEY; PEDERSEN, 2001).

2.5.2 Sorologia

Anticorpos se tornaram detectdveis por imunofluorescéncia indireta 21 dias apds a
infec¢do experimental, e persistiram por 6 meses, mesmo sem doenca clinica (FOLEY et al.,
1998). A deteccdo de anticorpos contra M. haemofelis entre 14 e 60 dias apos a infecgdo
experimental indica ser possivel diagnosticar infecgdes naturais, tanto na fase aguda (quando
alteracdes clinicas sdo freqlientemente observadas) quanto nas fases de recupera¢do e de
portador, sendo possivel, desta forma, o desenvolvimento de um ensaio sorologico baseado
em um ou mais dos antigenos especificos identificados no estudo para a deteccdo direta de
gatos infectados por esse hemoplasma (ALLEMAN et al., 1999).

Entretanto, a inabilidade de se cultivar esses microrganismos in vitro inviabiliza a
producdo de reagentes em uma escala comercial, sendo entdo uma técnica inviavel até o
momento (FOLEY; PEDERSEN, 2001; HARVEY, 2006; WILLI et al., 2007¢)

2.5.3 Avaliacao do esfregaco sangiiineo

O método mais comum para a identificagdo de M. haemofelis é a visualizagao do
parasito no esfregaco sangiliineo corado por alguma técnica de Romanowsky, sendo os
organismos e tipicamente achados em torno da periferia dos eritrocitos, podendo estar
isolados, em pares ou em cadeias. Ocasionalmente podem estar livres dos eritrocitos, por
terem se soltado dos mesmos (TASKER; LAPPIN, 2002).

Um exame cuidadoso do esfregaco sangiiineo corado por alguma técnica de
Romanowsky ¢ necessario, uma vez que os organismos sdo freqiientemente confundidos com
corpusculos de Howell-Jolly, de Heinz, precipitados de corante, inclusdes siderociticas e até
mesmo outros hemoparasitos, como Cytauxzoon spp. Ademais, artefatos causados por
secagem e¢/ou fixacdo impropria(s) também podem gerar confundimento no processo de
identificagdo dos hemoplasmas (BUTT, 1990; SYKES, 2003; HARVEY, 2006). Para que
precipitados (geralmente achados sobre o plano focal do eritrocito, sendo mais densamente
corado e maior que o parasito) sejam evitados, os corantes devem ser frescos e filtrados.
Artefatos refratarios ocorrem quando a umidade adere as células na lamina e essas tendem a
apresentarem bordas irregulares, além de aparecerem descoradas quando o eritrocito estiver
em foco (BUTT, 1990; TASKER; LAPPIN, 2002). Devido a natureza ciclica das
parasitemias, a auséncia do organismo M. haemofelis em esfregagos sangiiineos ndo exclui
um diagndstico de infecgdo por hemoplasma (HARVEY; GASKIN, 1977; ALLEMAN et al.,
1999; HARVEY, 2006). Isto contribui para a baixa sensibilidade do método de avaliacdo do
esfregagco sangiiineo, que foi calculada como menor que 50%, quando comparada aos
resultados obtidos através de PCR (WESTFALL et al., 2001). A crenagdo excessiva das
hemacias de felinos pode acontecer se os esfregagos forem preparados com sangue passado
algum tempo da coleta, ou ainda se a secagem ocorrer de forma muito lenta. Essa crenagao
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pode obscurecer a presenga de parasitos e geralmente indicam um esfregagco inadequavel a
busca destes parasitos (BUTT, 1990).

Desta forma, o diagnostico citologico € conhecido por estar associado tanto a
resultados falso-positivos quanto falso-negativos (TASKER; LAPPIN, 2006). Os esfregacos
sangiliineos devem ser examinados antes do inicio da terapia, pois 0s organismos nio sio
detectaveis enquanto os gatos estiverem em tratamento com antibidticos derivados da
tetraciclina (HARVEY, 2006). Uma medida que poderia minimizar o aparecimento de
resultados falso-negativos seria a preparacdo de multiplos esfregacos com sangue fresco
durante um periodo de 24 horas, ou mesmo durante alguns dias (TASKER; LAPPIN, 2002)

De maneira ideal, os esfregacos sangiliineos devem ser feitos imediatamente apds a
coleta do material, pois os organismos podem se soltar dos eritrocitos durante o contato com o
EDTA; desta forma, alguns autores recomendam a confec¢do de esfregacos de sangue fresco
ou coletar as amostras em tubos com heparina (ALLEMAN et al., 1999). Todavia, a baixa
concentragdo de EDTA nos tubos de coleta ndo deveria afetar a adesdo do organismo
(TASKER; LAPPIN, 2002, 2006).

Outros métodos para a preparacdo, coloracdo e exame de esfregacos para facilitar uma
identificagdo precisa dos hemoplasmas foram descritos (BUTT, 1990; TASKER; LAPPIN,
2002). Métodos de coloracgao utilizando laranja de acridina, que se liga aos 4cidos nucléicos e
pode ser visualizada com um microscopio para fluorescéncia, mostrou um aumento de
sensibilidade na deteccdo do parasito (SMALL; RISTIC, 1967; TURNER et al., 1986;
BOBADE; NASH, 1987). Todavia, corpusculos de Howell-Jolly também s3o corados por
laranja de acridina e precisam ser diferenciados dos hemoplasmas (HARVEY; GASKIN,
1977). E importante salientar que, em um estudo mais recente, ndo foi identificada uma maior
sensibilidade desta técnica quando comparada a avaliacdo convencional de esfregacos
sangiliineos (BERENT et al., 1998). Preparados de novo azul-de-metileno e coloragdes para
reticuldcitos ndo devem ser usadas, pois precipitados de material ribossomal em eritrocitos
nao podem ser efetivamente diferenciados dos hemoplasmas felinos (HARVEY, 2006).

Uma anemia regenerativa com um teste de Coombs™ positivo, a presenca de
autoaglutinacdo em amostras de sangue refrigeradas ou eritrofagocitose pelos mondcitos
sangiiineos sugerem uma infec¢do por hemoplasma. Entretanto, outras doengas como anemia
hemolitica auto-insone primdaria ou induzida por FeLV, por exemplo, devem ser consideradas
(HARVEY, 2006). Flutuacdes no volume globular também costumam estar relacionadas aos
ciclos de parasitemia por M. haemofelis (HARVEY; GASKIN, 1978).

‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ sdo raramente visualizados no sangue, e,
quando presentes, sdo de dificil identificacdo, visto seu tamanho bem reduzido e similaridade
com artefatos, logo, a diferenciagdo molecular ¢ o Unico método confiavel para a
diferenciag¢do das espécies de hemoplasmas (MESSICK et al., 1998; GEORGE et al. 1998;
INOKUMA et al., 2004; TASKER; LAPPIN, 2006). O mesmo ocorre com ‘Candidatus M.
turicensis’ ¢ ‘Candidatus M. haematoparvum’, que até a presente data s6 foram identificados
através de técnicas moleculares (WILLI et al., 2005; WILLI et al., 2006a; WILLI et al.,
2006b; SYKES et al., 2007a; WILLI et al., 2007c¢).

Desta forma, devido a sensibilidade reduzida dos testes de diagndstico para a detec¢do
de hemoplasmas, poucos estudos epidemiologicos acurados da infec¢do por hemoplasmas
felinos foram reportados antes do ano 2000 (SYKES, 2003).
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2.5.4 Uso de técnicas moleculares para a identificacio e classificacido de microrganismos

Uma vez que alguns segmentos do RNA ribossomal sdo conservados, enquanto que
outros sdo varidveis em diferentes graus, ¢ possivel sintetizar oligonucleotideos que sejam
complementares aos segmentos que podem ser especificos para qualquer nivel na arvore
filogenética, do Reino a Espécie (GUTELL et al., 1985; GOBEL et al., 1987; GIOVANNONI
et al., 1988; GOBEL, 1991; ROSSAU, 1991). Assim, técnicas moleculares permitem que 0s
pesquisadores detectem um pequeno numero de bactérias quando se usam sondas ou
oligonucleotideos direcionados as seqiiéncias do rRNA especificas (WILSON et al., 1990).
Ademais, sondas complementares ao rRNA podem ser ferramentas universais para a
identificacdo de bactérias, fungos e protozoarios, podendo ser aplicados no diagndstico e
epidemiologia das doencas infecciosas assim como na microbiologia industrial e ambiental
(GOBEL, 1991). Comegando a partir de seqiiéncias dos genes do rRNA obtidos previamente,
estas sondas ou oligonucleotideos com seqiiéncias complementares as regides variaveis ou
semiconservadas podem ser sintetizadas quimicamente (ROSSAU, 1991).

A andlise do gene 16S rRNA pode permitir que pesquisadores separem o rRNA de
bactérias a partir de seqii€ncias de organismos superiores em amostras compostas, sendo de
grande utilidade diagnostica e epidemiologica (WILSON, 1990; ROSSAU, 1991). Nao seria
necessario o cultivo dos organismos para marca-los ou até seqiiencia-los quando o método de
amplificar uma regido do 16S rRNA for usado. Este importante atributo do método tornou
possivel a detecgdo de bactérias ndo cultivaveis levando inclusive a descoberta de novos
patdgenos (WILSON et al., 1990).

A revolugdo na ecologia dos microrganismos ¢ a interferéncia das estruturas
moleculares causam conseqiiéncias praticas diretas. Os dados referentes aos estudos
filogenéticos envolvendo o rRNA, principalmente o gene 16S rRNA, trouxeram uma nova
perspectiva para a clinica médica. Muitos organismos clinicamente importantes sao
atualmente submetidos as andlises filogenéticas moleculares. Esses dados e andlises vém
sendo utilizados para o desenvolvimento de técnicas moleculares de diagnostico, e para guiar
as pesquisas na natureza (e controle) de varios patogenos (OLSEN et al., 1994).

Virios métodos foram desenvolvidos para se amplificar uma seqiiéncia-alvo. A
aplicagdo da técnica de PCR tornou possivel a amplifica¢do in vitro de um determinado DNA
alvo. Assim, ciclos repetidos de replicagdo in vitro sdo realizados com o auxilio de uma
enzima DNA-polimerase e um par de seqiiéncias iniciadoras ou ‘primers’ alvejando o gene ou
fragmento de DNA a ser amplificado, se tornando um marco na historia da ciéncia (MULLIS
et al., 1986). Nos anos seguintes, o mesmo grupo de pesquisadores aperfeigcoou a técnica de
PCR com a introdug¢do de uma enzima DNA-polimerase termoestavel, sendo este passo talvez
tdo revolucionario quanto o proprio desenvolvimento da PCR (MULLIS; FALOONA, 1987;
SAIKI et al., 1988).

O uso de sondas especificas ¢ a abordagem mais utilizada. Essas sondas sdo
compostas por um fragmento de DNA clonado ou por um oligonucleotideo sintético. Uma
‘sonda A’ ird identificar a bactéria ‘A’, mesmo em um ambiente com varios microrganismos.
As sondas podem ser direcionadas para varias regides, que variam de fatores de viruléncia até
grupos taxondmicos. O método mais direcionado, ¢, entdo, identificar no gene 16S rRNA ou
23S rRNA uma seqiiéncia curta, que ¢ a especifica para o Taxon desejado, que pode estar em
qualquer nivel na arvore filogenética. O uso de uma sonda universal e posterior digestdo por
enzimas de restricdo para se verificar o padrdo formado também constitui uma importante
ferramenta neste tipo de analise (GRIMONT; GRIMONT, 1991).
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2.5.5 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) na deteccio dos hemoplasmas felinos

A PCR, assim como outras ferramentas moleculares para a deteccdo de
microrganismos, uma vez consideradas apenas como instrumentos de pesquisa, vem sendo
utilizada na rotina laboratorial de diagndstico desde meados da década de 1990
(FREDRICKS; RELMAN, 1999). O advento da técnica de PCR aumentou substancialmente a
capacidade de se detectar a presenca de hemoplasmas felinos no sangue (SYKES, 2003),
possibilitando estudos mais profundos a respeito da epidemiologia dos hemoplasmas
(MESSICK et al., 1998).

A PCR ¢ uma técnica molecular extremamente sensivel que permite a amplificagdo in
vitro de um fragmento determinado de DNA de um organismo, sendo a subunidade 16S do
RNA ribossomal (16S rRNA) a base para todos os ensaios de PCR desenvolvidos até o
presente para a deteccdo dos hemoplasmas, com diversos protocolos ja descritos (BERENT et
al., 1998; FOLEY et al., 1998; MESSICK et al., 1998; FOLEY; PEDERSEN, 2001; JENSEN
et al., 2001; MESSICK, 2003; TASKER et al., 2003a; TASKER et al., 2003b; WILLI et al.,
2005; WILLI et al., 2006b; PETERS et al., 2008).

Por detectar fragdes minimas do 4cido nucléico dos hemoplasmas, a PCR ¢ mais
sensivel do que a avaliacdo do esfregago sangiiineo para a deteccdo de hemoplasmas em
animais (BERENT et al., 1998; FOLEY et al., 1998; WESTFALL et al., 2001; JENSEN et al.,
2001; TASKER et al., 2003a; TASKER et al., 2003b). Desta forma, a PCR e suas variagdes e
avancos sao considerados os métodos de escolha para o diagnostico de infecgdes por
hemoplasmas felinos (TASKER; LAPPIN, 2006).

Em estudos experimentais, a PCR se torna positiva bem antes do aparecimento de
sinais clinicos e da soroconversdo em animais experimentalmente infectados (FOLEY et al.,
1998). Ademais, a PCR ¢ capaz de detectar o parasito em animais assintomaticos durante
varios meses, o que indica uma habilidade da técnica em diagnosticar animais cronicamente
infectados (BERENT et al., 1998; FOLEY et al., 1998). Entretanto, a PCR pode falhar na
detec¢do de animais com uma carga de DNA bacteriano abaixo de seus limiares de detec¢ao
(WESTFALL et al., 2001; FOLEY et al., 1998; BERENT et al., 1998; MESSICK et al., 1998;
JENSEN et al., 2001).

Devido a falta de padronizacdo dos ensaios de PCR entre laboratdrios, juntamente com
controles de qualidade variaveis, os resultados de PCR para hemoplasmas felinos devem ser
sempre interpretados com cautela e sob a luz dos achados clinicos (SYKES, 2003). Ademais,
as amostras devem ser enviadas ao laboratorio para andlise antes de iniciada a
antibioticoterapia, que podera causar um resultado negativo (BERENT et al., 1998; SYKES,
2003; HARVEY, 2006). Seqiiestros de eritrocitos parasitados da corrente sangiiinea para o
baco e pulmdes ja foram descritos por Simpson et al. (1978), que relataram a presenga de
eritrocitos parasitados dentro de vacuolos fagociticos em macrofagos nesses 0rgaos. Assim,
de acordo com Braddock et al. (2004) este fator pode ser responsavel por resultados negativos
na PCR quando utilizado o sangue periférico como sitio de coleta, sendo entdo necessaria uma
coleta feita diretamente a partir desses 6rgaos especificos, a fim de se avaliar a possibilidade
do parasito ter sido eliminado do animal em questao.

No caso de infecgoes por ‘Candidatus M. haemominutum’, uma identificagdo precisa
da espécie precisa ser efetuada, uma vez que os resultados da PCR nem sempre se relacionam
com os achados clinicos. Por outro lado, apesar de alguns gatos assintomaticos testarem
positivamente para M. haemofelis, em gatos naturalmente infectados existe uma forte
correlagdo entre a positividade de PCR para M. haemofelis ¢ anemia (SYKES, 2003).

E importante salientar que um resultado PCR-positivo ndo significa doenga clinica,
fato que torna sua interpretagdo problematica. Tal resultado deve ser interpretado alinhado
com a espécie identificada, achados hematoldgicos e sinais clinicos reportados (TASKER;
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LAPPIN, 2002). A técnica de PCR convencional ainda pode ter a sua sensibilidade aumentada
para a detec¢do de hemoplasmas se combinada com Southern Blot (SB) e hibridizacdo de
DNA (GUIMARAES et al., 2007). Outra alternativa para se elevar a sensibilidade é a
utilizagdo da técnica de nested-PCR, onde hé duas etapas de amplificagdo (FUIIHARA et al.,
2007).

2.5.6 PCR em tempo real

Recentemente, uma nova técnica foi descrita: a PCR em tempo real (TASKER et al.
2003b). Esta técnica apresenta diversas vantagens em relagio a PCR convencional. E
altamente especifica, devido ao uso de um terceiro nucleotideo (uma sonda marcada com
reagente fluorescente), além de ser extremamente rdpida quando comparada a técnica
previamente citada. Espera-se que essa técnica possa ajudar o Veterindrio a determinar a
importancia desse resultado positivo, que pode ser problematico em infec¢des com
hemoplasmas, uma vez que as mesmas nem sempre resultam em doenga no hospedeiro. Isto
pode ser promovido através da quantificagdo do DNA do hemoplasma em questdo no sangue,
que além de facilitar o entendimento do processo infeccao-doenga, pode ser til na avaliagao
da resposta perante o tratamento com antibioticos (TASKER et al., 2003b; BRADOCK et al.,
2004; WILLI et al. 2007¢). O fato de esses ensaios serem realizados em sistemas de tubos
fechados do inicio ao fim, reduz o risco de contaminagdo e resultados falso-positivos, se
constitui em uma vantagem adicional (WILLI et al. 2007¢).

Sykes et al., (2007b) encontraram uma sensibilidade similar entre as técnicas de PCR
convencionais ¢ em tempo real, sendo a segunda mais vantajosa pela quantificagdo do DNA e
velocidade na obtencdo dos resultados. A comparacdo foi realizada mediante infeccao
experimental de gatos domésticos. Entretanto, a PCR convencional ndo foi util na deteccao de
infecgdes multiplas em amostras de sangue coletadas a partir de gatos infectados com dois
organismos (M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’), provavelmente como
resultado de inibicdo competitiva no ensaio, uma vez que os autores utilizaram o protocolo
convencional descrito por Jensen et al., (2001), que detecta ambos os hemoplasmas em apenas
uma reagdo e utilizando um par de iniciadores, sendo as espécies diferenciadas por seu peso
molecular. Ademais, de acordo com Willi et al., (2005) ndo ¢ possivel diferenciar M.
haemofelis de ‘Candidatus M. turicensis’ sem o seqiienciamento do produto da PCR
convencional. O mesmo ocorre para a diferenciagdo entre ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus M. haematoparvum’ (SYKES et al., 2007a; SYKES et al., 2007b).

Desta forma, o uso de multiplos protocolos de PCR em tempo real deve entdo ser
considerado para estudos de epidemiologia das infec¢des por hemoplasmas felinos (SYKES et
al., 2007b). Outra alternativa ¢ o desenvolvimento de técnicas mais precisas; ensaios capazes
de detectarem niveis reduzidos da seqiiéncia do hemoplasma-alvo na presenga de altos niveis
de DNA de outras espécies. Isto foi alcancado com o desenvolvimento de um novo ensaio
para a detec¢c@o desses microrganismos, que utilizou seqiiéncias iniciadoras e sondas espécie-
especificas ao invés de iniciadores universais e sondas especificas utilizados até entdo nas
técnicas de PCR em tempo real (PETERS et al., 2008)

2.6 Retrovirus Felinos (FIV e FeLlV)
As infecgdes por FIV e FeL'V sdo responsaveis por duas das doengas infecciosas mais
prevalecentes em gatos domésticos e esporadicamente em alguns gatos ndo domésticos

(SHELTON et al., 1989; O'CONNOR et al., 1991; CRAWFORD; LEVY, 2007). Estas
infecgdes ocorrem em todo o mundo, com a prevaléncia variando de acordo com o local,
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sendo freqiientemente fatais (COURCHAMP; PONTIER, 1994; HARTMANN, 1998;
HARTMANN et al., 2001; HARTMANN, 2006; LEVY, 2000).

Apesar dos virus induzirem manifestacdes que sdo clinicamente indiferenciaveis e
fazerem parte da familia Retroviridae (HARTMANN et al., 2001), as propriedades fisicas das
particulas virais sdo bem distintas (PEDERSEN et al., 1989). FeLV foi inicialmente descrito
por Jarrett et al. (1964), enquanto o FIV identificado e isolado por Pedersen et al. (1987). A
classificagdo taxonomica vigente dos retrovirus felinos previamente citados estd apresentada
no Quadro 5.

Quadro 5. Classificacido taxondmica vigente dos virus das imunodeficiéncia (FIV) e leucemia
(FeLV) felinas*

Nivel taxonomico

Familia Retroviridae Retroviridae
Subfamilia Orthoretrovirinae Orthoretrovirinae
Género Lentivirus Gammaretrovirus
Espécie FIV FeLV

*Taxonomy browser: National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=taxonomy. Chave de
busca: Retroviridae

Infeccoes por FIV e FeLV resultam em diversas seqiielas, como infec¢des
oportunistas, tumores, anormalidades hematologicas, e, principalmente, a imunossupressao,
sendo que os sinais clinicos variam de acordo com a doenca relacionada (HARTMANN et al.,
2007). Ademais, devido a esta ultima propriedade citada, a utilizagdo dos mesmos como
modelos para o estudo da imunodeficiéncia humana j& foi apontada por diversos autores
(HARDY; ESSEX, 1986; GARDNER; LUCIW, 1989; BENDINELLI e tal., 1995).

2.6.1 Associacio entre infeccdes por retrovirus (FIV e/ou FeLLV) e hemoplasmas felinos

Diversos autores sugeriram que os hemoplasmas felinos poderiam reduzir a resisténcia
dos gatos a infeccdes concomitantes ou secundarias (SEAMER; DOUGLAS, 1959;
MANUSU, 1962; MacWILLIAMS, 1987).

Esse fendomeno foi documentado em outras espécies de hospedeiros infectados com
hemoplasmas, particularmente animais de laboratdrio, nos quais uma infecg¢do latente estaria
entre as maiores complicagdes na pesquisa biomédica moderna, pois a presenca do parasito
confundiria estudos com outros patdogenos, bem como ensaios experimentais para aferigoes
diversas (BAKER et al., 1971; KEMMING et al., 2004a; KEMMING et al., 2004b). Ademais,
diversos autores ja apontaram, por exemplo, que a infeccdo por uma espécie de hemoplasma
estaria associada com a presenca de uma segunda e até de uma terceira espécie desse parasito
(LURIA et al., 2004; WILLI et al., 2006a; WILLI et al., 2006b; FUJIHARA et al., 2007).

Hemoplasmas podem ser agentes oportunistas que existem comumente em gatos
saudaveis e que produzem doenga quando o animal ¢ estressado por outra desordem ou
mesmo procedimentos cirurgicos, apesar de, alguns gatos com hemoplasmas ndo apresentam
doengas ou condic¢des de estresse preexistentes (HARVEY, 2006). Associagdes entre doencas
com infec¢des latentes por Mycoplasma spp., tanto em pacientes saudaveis quanto em
imunodeprimidos, estdo se tornando emergentes. Assim, os hemoplasmas também poderiam
agir como cofatores no progresso de doengas retrovirais e debilitantes (MESSICK, 2004).
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Mycoplasma haemofelis pode causar doenga primaria em gatos, sendo reconhecido
como o causador da anemia infecciosa felina (BERENT et al., 2000). Este parasito também ¢
reconhecido como um patéogeno em conjunto com retrovirus felinos (FIV e FeLV) e outras
doencas debilitantes (KOCIBA et al., 1983; BOBADE et al., 1988; GRINDEM et al., 1990;
LAPPIN, 1995; GEORGE et al., 2002; HARRUS et al., 2002). Ja foi sugerido que gatos
apresentando uma doenga retroviral preexistente poderiam estar em maior risco de se
tornarem infectados por hemoplasmas felinos (NASH; BOBADE, 1986; GRINDEM et al.,
1990; LAPPIN, 1995; GEORGE et al., 2002; HARRUS et al., 2002; INOKUMA et al., 2004;
LURIA et al., 2004). Gatos experimentalmente infectados com retrovirus e ‘Candidatus M.
haemominutum’ desenvolveram uma anemia mais acentuada do que gatos infectados apenas
com o parasito (GEORGE et al., 2002). Alguns estudos também indicam que M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’ podem agir como cofatores, acelerando a progressdo de
doengas relacionadas com os retrovirus. Desta forma gatos coinfectados com hemoplasmas e
retrovirus podem estar em maior risco para o desenvolvimento de linfoma, leucemia e
sindrome da imunodeficiéncia (PRIESTER; HAYES, 1973; COTTER et al., 1975; BOBADE
et al., 1988; GEORGE et al., 2002; HARRUS et al., 2002).

Existem possibilidades para uma seqiiéncia temporal de infec¢des por hemoplasmas e
FeLV. Os gatos podem ser infectados por ambos os agentes a0 mesmo tempo, ou entdo serem
infectados por um agente sendo posteriormente acometidos pelo segundo patdgeno
(GEORGE et al., 2002).

George et al. (2002) avaliaram o cendrio onde a infec¢do por FeLV precede o
hemoplasma, revelando um efeito sinérgico de uma infeccdo prévia por este retrovirus em
uma posterior infecgdo por ‘Candidatus M. haemominutum’ em uma situagdo experimental.
Esta seqiiéncia de infec¢do corrobora MacWilliams (1987), que assume que o hemoplasma
ndo seria apenas um patoégeno primario, mas que também pode aparecer de forma oportunista
a outras doengas infecciosas e problemas médicos, assim, uma infec¢do por FeLV precederia
e, em conseqiiéncia, predisporia a uma doenga induzida por hemoplasma.

Coinfecgdes com FeLV sdo achados comuns em gatos com hemoplasmas (NASH;
BOBADE, 1986; Grindem et al., 1990; HAGIWARA et al., 1997; INOKUMA et al., 2004;
LURIA et al., 2004; SYKES et al., 2007a). Assim, a infec¢do com este retrovirus € em muitas
vezes considerada como um fator de risco para a presenca do hemoplasma (GRINDEM et al.,
1990). Desta forma, o mecanismo de susceptibilidade aumentada a uma infeccdo por FeLV
poderia envolver uma imunossupressao mediada pelo hemoplasma, hiperplasia eritrdéide ou
ainda um aumento da atividade de fagdcitos mononucleares de forma secundaria a anemia
hemolitica (KOCIBA et al., 1983). Weiser e Kociba (1983) sugeriram a possibilidade de um
evento hemolitico, como o causado por infec¢des por hemoplasmas, durante a infec¢do viral
potencializaria a ocorréncia e o grau de macrocitose. No mesmo trabalho os autores
apontaram que hemoplasmas seriam achados freqiientes em animais infectados com FeL V.
Ademais, o efeito imunossupressivo de FeLV poderia contribuir para a infec¢do por
hemoplasma, e o virus ainda ajudaria na inducdo dos sinais clinicos (HARRUS et al., 2002).

Gatos coinfectados com hemoplasma e FeLLV apresentam uma doenga mais grave em
relacdo aos animais apenas hemoplasma-positivos. Temperaturas mais baixas, provavelmente
em decorréncia de uma perfusdo sangiiinea comprometida, resultando em acidose e colapso
circulatério, bem como VG, hematimetria e hemoglobinometria reduzidos em contrapartida a
uma macrocitose foram observadas (HARRUS et al., 2002). Essas condi¢des, principalmente
a redu¢do na temperatura corporal, ocorreriam em estaddios avangados da doenca, quando os
animais estariam moribundos (HARVEY, 2006). Entretanto, Bobade et al. (1988)
encontraram altas temperaturas em gatos positivos para hemoplasmas e FeLV, o que pode
refletir o estddio da doenga no qual o animal foi examinado.
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Esses resultados confirmam o estudo de Harrus et al. (2002), que também encontraram
um VGM mais elevado em animais duplamente infectados, sugerindo uma associagdo desses
achados com um aumento da regeneracdo dos eritrocitos nestes animais. Essas alteragdes
podem ser explicadas pelo fato de que a extensdo da hemodlise, e conseqiiente resposta da
medula 6ssea, ¢ maior em casos onde ocorre este tipo de coinfeccdo (BOBADE et al., 1988).
Desta forma, foi sugerido que gatos coinfectados com FeLV e hemoplasmas sofrem de uma
doenca mais grave do que animais infectados apenas pelo hemoplasma, entretanto, essa
coinfec¢do ndo afetou significativamente a expectativa de vida do animal em um curto prazo
(HARRUS et al., 2002). Este fato foi confirmado por George et al. (2002) que mostraram que
infeccOes preexistentes com FeLV e FIV/FeLV em gatos aparentemente sadios
potencializaram a gravidade da anemia produzida pela infecgdo apenas por ‘Candidatus M.
haemominutum’, um hemoplasma conhecido por causar alteragdes clinico-patologicas
minimas quando encontrado isoladamente.

Em um estudo experimental, enquanto gatos infectados isoladamente com
hemoplasmas apresentaram apenas uma anemia, gatos FeLV-positivos ndo mostraram
nenhuma altera¢do. Entretanto, quando analisados gatos infectados primariamente com H.
felis e posteriormente com FeLV, houve um aumento acentuado na susceptibilidade dos
animais em apresentarem viremia e anemia aplasica (KOCIBA et al., 1983). Infeccdes
concomitantes com FeLV e hemoplasma atuam de forma sinérgica, levando na maioria dos
casos, a uma anemia mais acentuada do que a produzida pelos agentes de forma isolada. Esta
anemia ¢ predominantemente macrocitica e hipocrdmica, enquanto em gatos apenas com
FeLV ¢ basicamente normocitica e normocromica. Esta diferenca ndo pode ser atribuida
apenas a infec¢@o por FeLV, mas provavelmente a um efeito sinérgico entre as duas infecgdes
concomitantes (BOBADE et al., 1988). Segundo Shelton e Linenberger (1995), a maioria dos
gatos FeLLV positivos que apresenta hemolise esta coinfectada com hemoplasma ou apresenta
anemia hemolitica imunomediada. Esses achados indicam que uma infec¢do pelo parasito
aumentaria a susceptibilidade dos gatos a uma infec¢do por FeLV bem como a viruléncia
deste segundo agente, sendo essa predisposicdo provavelmente importante na patogénese e
infecgdes progressivas por FeLV em gatos adultos (KOCIBA et al., 1983). Em contraste, uma
infec¢do por FeLV também € capaz de suprimir a resposta imunoldgica normal a antigenos
ndo relacionados, assim, essa infeccdo viral poderia aumentar a susceptibilidade dos gatos a
hemobartonelose, ou ainda converter uma infec¢do latente em ativa, com aparecimento de
doenga clinica (HARVEY, 2006).

Uma forte associacdo entre infeccdes por hemoplasmas e FeLV também foi
identificada por VanSteenhouse et al. (1993). Oito, dos 26 animais positivos para o parasito
(31%) apresentaram infecc¢do associada com o retrovirus em questdo. Uma vez que nem todos
os animais do estudo foram testados para a presenca do virus, essa ocorréncia se elevou para
44,4% (8/18) quando analisados apenas os gatos hemoplasma-positivos testados.

Ao se analisarem animais naturalmente infectados por hemoplasmas em Israel, foi
encontrado que 38% desses animais cujos dados estavam disponiveis (13/34) apresentaram
coinfec¢do com FeLV. Ademais, 22% dos animais positivos para o parasito (8/37) obtiveram
o mesmo resultado para infeccdo concomitante por FIV (HARRUS et al., 2002). Esta
freqliéncia foi muito maior do que a encontrada na populagdo de gatos de Isracl (BANETH et
al., 1999). Assim, foi sugerido que essa diferenga seria atribuida a coinfecgdo com H. felis
(HARRUS et al., 2002). Essa associagdo ainda ¢é reforgada por Cotter et al., (1975), que,
dentre 13 gatos diagnosticados como positivos para hemoplasmas, seis (46,2%) apresentaram
o mesmo resultado para infec¢do por FeLV.

Os achados previamente citados estdo de acordo com Lappin et al. (1995), que
apontam a presenca de hemoplasmas como uma infec¢do associada a presenga de um
resultado positivo para o virus da leucemia felina.
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O trabalho experimental de Kociba et al. (1983) citado anteriormente ndo avaliou a
relacdo entre infecgdes por hemoplasmas e indugdo de neoplasias em gatos infectados por
retrovirus. Entretanto, Messick (2003) sugeriu que infecgdes cronicas por M. haemofelis
também poderiam promover transformagdes neoplasicas em gatos FeLV-positivos. Essas
infecgdes cronicas ou secundarias por hemoplasmas, assim como deficiéncias nutricionais
poderiam ser importantes cofatores no desenvolvimento de anormalidades no sangue e na
medula oOssea de pacientes FeLV-positivos, podendo até desencadear transformagdes
neoplasicas células hematopoiéticas desses animais (BOBADE et al., 1988; SHELTON,
LINENBERGER, 1995).

Um estudo realizado na década de 1970, apesar das evidéncias, ndo pdde ser
considerado uma demonstragdo clara de que uma infecgdo por hemoplasma ativaria uma
leucemia felina, entretanto mostra claramente que had uma associa¢do entre essas condigdes
(PRIESTER; HAYES, 1973). Neste mesmo trabalho, os autores sugerem que a
hemoplasmose seria seguida de leucemia; ou ainda que uma leucemia converteria uma
infec¢do por hemoplasma latente em doenga clinica, todavia, ¢ importante salientar que os
deste estudo ndo foram testados para a presenga do FeLV de forma especifica.
Adicionalmente, George et al. (2002) demonstraram que infecgdes por ‘Candidatus M.
haemominutum’ podem induzir o aparecimento de doengas mieloproliferativas em gatos
previamente infectados com FeLV.

Existem poucas evidéncias de uma relacdo sinérgica entre infec¢des por FIV e
hemoplasmas. Sparkes et al. (1993) encontraram uma elevada ocorréncia de infecgdes pelo
parasito em gatos FIV-positivos com anemia, alguns em estadio terminal. Embora ndo tenham
obtido evidéncias de relagdo causa-efeito, alguns estudos recentes também conseguiram
demonstrar uma associa¢do entre infecgdes por FIV e hemoplasmas (LURIA et al., 2004;
SYKES et al., 2007a). Em adendo, um estudo envolvendo gatos de vida livre encontrados em
fazendas mostrou uma correlagdo negativa entre a soropositividade para FIV e infec¢des por
hemoplasmas (YAMAGUCHI et al., 1996).

Todavia, ndo houve evidéncias a partir do estudo que um estimulo externo ao sistema
imunolégico administrado sob a forma de infec¢des incidentais e vacinas aumentariam a
replicagdo do FIV através do tempo. Desta forma, ndo houve diferengas qualitativas na
doenca provocada por hemoplasmas entre gatos FIV-positivos ou negativos (REUBEL et al.,
1994). Ademais, dois estudos recentes falharam em demonstrar um efeito significativo de
uma infec¢do cronica preexistente por FIV no nimero de copias de DNA de M. haemofelis ou
‘Candidatus M. haemominutum’ em sua cinética, bem como nas principais alteragdes
hematologicas causadas pelos hemoplasmas estudados (TASKER et al., 2006b; TASKER et
al., 2006a). Essa também foi a conclusdo de Harrus et al. (2002), que, apesar de corroborarem
os trabalhos previamente citados, apontaram que coinfecgdes com este retrovirus e
hemoplasmas mostraram uma tendéncia de queda na expectativa de vida dos animais
(HARRUS et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Amostras sangiiineas de 149 gatos domésticos atendidos em uma clinica exclusiva
para o atendimento de felinos' na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, no periodo de fevereiro de
2005 a fevereiro de 2006, foram coletadas prospectivamente. Essas amostras englobaram
todos os animais testados para exposi¢do/infeccdo aos retrovirus felinos FIV e FeLV neste
periodo. A maioria dos testes foi realizada por indicagdo clinica e algumas por motivos
profilaticos, como a introdug¢do de um novo animal no recinto, por exemplo. O plasma ou soro
dos animais foi testado para as retroviroses com o ‘kit’ de diagnostico rapido Snap FIV
antibody/FeLV antigen Combo” de acordo com as instru¢des do fabricante. Este teste detecta
o antigeno de FeLV p27 e anticorpos especificos para o FIV. E importante salientar que um
resultado positivo para anticorpos contra o FIV, nas condi¢des em que foi realizado o presente
estudo, ¢ considerado sindnimo de infec¢do com o agente viral em questio (YAMAMOTO et
al., 1989; CRAWFORD; LEVY, 2007), sendo desta forma tratados no decorrer do trabalho.
Todos os procedimentos realizados neste estudo contaram com autorizagdo por escrito dos
proprietarios através de termo proprio para este fim (Anexo A).

3.2 Divisao de Grupos

Com base nos testes sorologicos os animais foram agrupados para analise estatistica
dos resultados da seguinte maneira: I) FIV-positivos (n=25); II) FeLV-positivos (n=39); III)
FeLV e FIV-positivos (n=8) e IV) FeLV e FIV-negativos (n=77), também definido como
grupo de referéncia ou base de comparagao.

3.3 Coleta de dados

Informagdes acerca do histérico do animal, bem como sobre a presenga ou exposicao a
fatores de risco para infec¢des para hemoplasmas e retrovirus felinos foram obtidos pelo
Meédico Veterindrio (a partir do proprietario e exame clinico do animal) no momento da
consulta ou através de pesquisa subseqiiente nos registros da Clinica. Informag¢des nao
disponiveis sobre qualquer possivel fator de risco foram consideradas variaveis ‘faltosas’ para
efeito de andlise estatistica posterior. As informacdes coletadas sobre cada animal podem ser
visualizadas no anexo B. Para efeito de analise estatistica, foram consideradas as seguintes
informacgdes sobre os animais: idade, sexo, raga (definida ou indefinida), castra¢do (sim ou
ndo), histérico de brigas/mordidas com outros gatos, histérico de transfusdo de sangue,
presenca de pulgas (histérico ou exame clinico), acesso ao ambiente externo, presenca de
outros gatos vivendo no mesmo recinto e ainda histérico de vacinagdo (herpesvirus felino,
virus da panleucopenia felina, FeLV e/ou raiva). Os animais também foram avaliados
clinicamente para anorexia, letargia/depressdo, presenca de mucosas palidas, ictericia,
taquicardia (>220 batimentos por minuto), taquipnéia (>60 movimentos respiratérios por
minuto) e febre (>39,2°C).

! Clinica Veterinaria Gatos & Gatos, Rio de Janeiro, RJ.
2 1dexx Laboratories, Westbrook, ME, EUA.
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3.4 Hemograma e Concentracio Total de Proteinas Plasmaticas

Uma amostra adicional de sangue dos animais foi coletada em tubo contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para posterior processamento. O
hemograma foi realizado nas dependéncias da propria clinica, e os resultados, cujos valores de
referéncia se encontram no Quadro 6, foram avaliados como fatores associados para infec¢des
por hemoplasmas neste estudo. Ademais, a concentragdo de proteinas plasmaticas totais (VR
5,8-8,0 g/dl; 58-80 g/I SI) foi obtida por meio de refratometria. Todos os valores de referéncia
utilizados neste estudo foram baseados em dados fornecidos pelo laboratério onde os exames
foram realizados. Apoés a realizagdo dos exames descritos, o sangue com EDTA foi
armazenado sob refrigeracao (4°C) até o momento da extracao/purificacdo do DNA.

Quadro 6. Valores de referéncia para os parametros hematologicos utilizados neste estudo.

Valores de referéncia*

Unidades usadas no laboratorio Unidades do Sistema Internacional

Volume Globular 24-45% 0,24-0,45
Hematimetria 5-10x10%mm’ 5x102-10x10'%/1
Hemoglobinometria 8-15 g/dl 80-150 g/l

VGM 39-55fl. 39-55 fl.
CHGM 31-35% 31-35 g/dl
Plaquetometria 200000-400000/mm’ 20x10°-40x10°/1
Leucometria Global ~ 5000-19500/mm’ 5x10°-19.5x10°/1

VGM: Volume Globular Médio; CHGM: Concentra¢ao de hemoglobina globular média.
*Valores de referéncia adotados pelo Laboratério de Patologia Clinica da Clinica Veterinaria
Gatos & Gatos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

3.5 Extracao/Purificacio do DNA Genomico

O DNA total contido no sangue coletado de cada animal foi extraido e purificado no
prazo de no maximo uma semana apos a coleta. Esta etapa foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Parasitologia Animal da UFRRJ, com o uso do ‘kit’
comercial Generation Capture Column® de acordo com as instrugdes do fabricante. As
amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o envio das mesmas para processamento nos
EUA, onde o autor desta Tese desenvolveu parte do trabalho através do Programa de
Doutorado no Pais com estagio do Exterior (PDEE) da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

3.6 Envio das Amostras

As amostras foram acondicionadas em caixa térmica contendo gelo seco e enviadas
para a Cornell University, College of Veterinary Medicine, Department of Population
Medicine & Diagnostic Sciences Ithaca, NY, EUA, aos cuidados da Orientadora estrangeira,
Dra. Joanne B. Messick. O envio das amostras foi feito através de servigo de entrega expressa
internacional (Federal Express) e respeitou todas as exigéncias legais brasileiras e norte-
americanas para transporte e envio deste tipo de material. Uma vez recebidas, as amostras

3 Gentra Systems, Minneapolis, MN, EUA.
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foram colocadas em ‘ultra-freezer’ (-80°C), até a chegada do Bolsista no pais de destino para
o0 processamento das mesmas.

3.7 PCR

Todas as amostras foram testadas para a presenca do gene 16S rRNA de M. haemofelis
e ‘Candidatus M. haemominutum’ nas dependéncias do Laboratorio de Pesquisa do setor de
Patologia Clinica Veterinaria do ‘Department of Population Medicine & Diagnostic Sciences,
College of Veterinary Medicine, Cornell University’, Ithaca, NY, EUA.

Para amplificar o fragmento parcial de 393 pares de base (pb) do gene 16S rRNA de
M. haemofelis, a PCR foi executada com 5 pl de DNA extraido em solug¢do para um volume
total de 25 pl por reagdo. As concentragdes finais dos reagentes da PCR foram: 50mM KCl,
10mM Tris-HCI*, 0,1% Triton X-100%, 2,5mM MgCl,*, 0,2mM de cada dNTP?, 0,2mM de
cada seqiiéncia iniciadora’ ou ‘primer’, 1U de Taq DNA polimerase’, e agua estéril para
biologia molecular q.s.p. 25 pl. As condigdes de reacdo consistiram de uma etapa inicial de
desnaturacdo por 10 minutos (min) a 94°C, seguida de 43 ciclos de 94°C por 45 segundos
(seg), 54°C por 45 seg, 72°C por um minuto e um passo final de extensdao a 72°C por 7 min.
(BERENT et al., 1998).

Com o intuito de verificar a presenga do DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’, a
PCR foi executada com a mesma quantidade de DNA em solugdo descrita anteriormente e
uma concentracao final de 5S0mM KCI, 10mM Tris-HCI, 0,1% Triton X-100, 2,5mM MgCl,,
0,2mM de cada ANTP, 0,2mM de cada seqiiéncia iniciadora ou ‘primer’, 1U de Tag DNA
polimerase, e agua estéril q.s.p. 25 pl. Os reagentes utilizados foram dos mesmos fabricantes
que os da reagdo previamente descrita. As condi¢cdes de reacao utilizadas consistiram em uma
etapa inicial de desnaturagdo de 4 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 53°C
por 1 min e 70°C por 45 seg, se encerrando com uma etapa adicional de extensdo por 5 min a
70°C, resultando assim em um produto de 191 pb (FOLEY et al., 1998). Para ambos os
protocolos foi utilizado o termociclador programavel’, sendo as amostras mantidas sob
refrigeracdo (4°C) apos o procedimento final de extensdo.

Visto que as células sangiiineas podem apresentar componentes inibidores que levam a
um resultado falso-negativo na PCR (AL-SOULD; RADSTROM, 2001), o gene codificador
da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usado como verificador para a
presenca de DNA amplificavel na amostra, uma vez que ¢ encontrado em todos os mamiferos
e resultou na formacgao de um produto de 399 pares de base (BIRKENHEUER et al., 2003).
As condi¢des de reagdo’ consistiram em uma etapa inicial de desnaturagio a 94°C por 5 min,
seguida de 30 ciclos de 95°C por 45 seg, 55°C por 45 seg e 72°C por 45 seg, finalizando com
uma extensdo adicional de 2 min a 72°C. Foram utilizados os seguintes reagentes em suas
concentragoes finais: 1X Green GoTaq® Flexi Buffer4, 1,5mM MgC124, 0,2mM de cada
dNTP*, 0,2mM de cada seqiiéncia iniciadora’, 1,25U GoTaq® DNA Polimerase®, e agua
estéril g.s.p. 25 pl.

Os pares de seqiiéncias iniciadoras utilizadas neste estudo, bem como o tamanho de
cada produto obtido e a posicao destes no alinhamento com as seqiiéncias especificas do gene
codificador da unidade 16S do rRNA ou do gene GAPDH estao descritos no Quadro 7.

4 Promega, Madison, WI, EUA.

> Integrated DNA Technologies — IDT — Coralville, IA, EUA.

® PTC-100, MJ Research Inc, Waltham, MA, EUA.

7 Informagdo pessoal fornecida via correio eletronico pelo Dr. A. J. Birkenheuer. Department of Clinical
Sciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh, North Carolina, EUA.
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Quadro 7. Seqiiéncias iniciadoras (‘primers’) e genes alvos utilizados no presente trabalho para a detec¢do de hemoplasmas felinos em gatos
domésticos bem como para a detec¢do do gene codificador da Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), posi¢do dos produtos da PCR
nos genes-alvo, tamanho dos mesmos em pares de base (pb) e numero de acesso das respectivas seqiiéncias genéticas depositadas no ‘genbank’
utilizadas como referéncia.

‘Primer’ Seqiiéncia (5* —37) Gene alvo Posicédo do Tamanho Numero de  Referéncia
produto da PCR  aproximado acesso do
no gene alvo do produto genbankJr
(pb)
Hfelis-F1 GACTTTGGTTTCGGCCAAGG 16S rRNA de Mycoplasma.
haemofelis (‘foward’)
Hfelis-R3 CGAAGTACTATCATAATTATCCCTC 16S rRNA de M. haemofelis 61453 393 U95297 )
(‘reverse’)
Cali-F1 GCATAATGTGTCGCAATC 16S rRNA de ‘Candidatus M.
haemominutum’ (‘foward’)
. 1195-1 191 4 2
Cali-R1 GTTTCAACTAGTACTTTCTCCC 16S rRNA de ‘Candidatus M. 95~ 1386 ? U836 @
haemominutum’ (‘reverse’)
GAPDH-F  CCTTCATTGACCTCAACTACAT GAPDH de mam{feros (‘foward’) 101 — 500 399 AB038241  (3)
GAPDH-R CCAAAGTTGTCATGGATGACC GAPDH de mamiferos (‘reverse’)

T http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide
Referéncias: 1- Berent et al. (1998); 2- Rikihisa et al. (1997); 3- Birkenheuer et al. (2003)
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As misturas da PCR foram preparadas em estacdo de trabalho especial ‘PCR
Workstation’® a fim de se evitarem ao méaximo os riscos de contaminacao.

Para todas as amplificagdes, controles positivos (clones de fragmentos especificos do
16S rRNA dos hemoplasmas testados) e negativos (animal clinicamente sadio e dgua estéril)
foram utilizados.

Os produtos amplificados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose’
a 1,5% em solugdo tampao Tris-acetato-EDTA (40mM Tris-Acetato ¢ ImM EDTA) contendo
0,5 mg/ml de brometo de etideo®. Os amplicons foram adicionados & solu¢do contendo
glicerol a 50%; EDTA 0,IM e azul de bromofenol 0,1% e posteriormente levados ao gel
previamente solidificado em cuba ‘Sub cell GT DNA electrophoresis cell’'’. Nas reagdes
envolvendo a amplificagdo de um fragmento do gene GAPDH, os amplicons foram
adicionados diretamente ao gel, sem a necessidade do passo anterior, uma vez que 0s
reagentes utilizados tornam a etapa previamente citada desnecessaria. A corrida durou
aproximadamente 90 minutos a 80 volts em fonte ‘PowerPac HC Power Supply’, do mesmo
fabricante. Como solucdo de corrida, se utilizou o tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE 1x)
(40mM Tris-Acetato e ImM EDTA). Os resultados foram visualizados e documentados sob
transluminador ultra-violeta''. As fotografias obtidas digitalmente foram posteriormente
ajustadas no programa Adobe Photoshop CS2'? para melhor visualizagio e acabamento.

Para a determinagdo do tamanho dos produtos amplificados foi utilizado o marcador
de peso molecular de 100 pb'.

3.8 Southern Blot e Hibridizacao

A transferéncia dos produtos da PCR foi realizada em todas as amostras testadas apos
eletroforese e visualizacio/documentagio do gel. Usando um sistema rapido de transferéncia'®
os géis de PCR foram submetidos a desnaturacdo alcalina (3 M NaCl, 0,4 M NaOH) e
neutralizagdo (1M tampao fosfato, pH 6,8) e transferidos para uma membrana de nylon
positivamente carregada'> (CHOMCZYNSKI, 1992). Sondas especificas para o DNA de M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ foram sintetizadas através da substituicdo dos
dNTPs utilizados na PCR convencional pelo ‘PCR DIG Labeling mix’, resultando em
seqiiéncias quimicamente marcadas de 393pb e 191pb para ambos os hemoplasmas
respectivamente. Essas etapas foram realizadas de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
Uma vez contendo os produtos transferidos do gel, as membranas foram pré-hibridizadas por
duas horas (h) a 45°C usando a solucdo ‘DIG Easy Hyb’, seguida por hibridizacdo durante a
noite ou por 12h a 45°C com as sondas especificas. Apds a hibridizacdo, a primeira etapa de
lavagem das membranas foi realizada em solugdo salina-sodio-citrato (SSC) duas vezes
concentrada/0,1% sodio-dodecil-sulfato (SDS), em temperatura ambiente (TA), trés vezes,
por 10 min cada; e depois em 0,2 x SSC/0,1% tampao SDS a 68°C por 30 min. A membrana
foi bloqueada por 4 h com solucdo tampdo de bloqueio 2x / 1x acido maleico em TA. Essa
etapa foi seguida pela estabilizacdo da membrana em solug¢do de lavagem (‘washing solution’)
por 5 min em TA e ligagdo a anticorpo conjugado com anti-DIG-fosfatase em 1x solugdo de
bloqueio (‘blocking solution’)/ 1x 4cido maleico (1:20000). As membranas foram
estabilizadas com solugdo de deteccdo por 5 min/TA e depois embebidas em substrato

8 Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA.

? Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA.

' Bio-Rad, Hercules, CA, EUA.

"' Kodak Gel Logic 100 Imagins System, Eastman Kodak Corporation, Rochester, NY, EUA

'2 Adobe Systems Incorporated, San Jose, EUA.

3100 bp DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, EUA

' TurboblotterTM Rapid Downward Transfer Systems (Whatman® Schleicher & Schuell, Keene, NH)
15 Nytran® SuPerCharge TurboBlotterTM (Whatman® Schleicher & Schuell, Keene, NH, EUA)
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queminulescente para fosfatase alcalina pronto para o uso CDP-Star, e mais uma incubagdo
adicional de 5 min. Finalmente, as membranas foram seladas em envelopes plasticos e
radiografadas em sistema automatizado'®. Exceto pelo SSC e SDS'’, todo o ensaio de
hibridizacdo, incluindo a sintese de sondas foram realizadas utilizando-se reagentes de kit
comercial'®, sendo os nomes das solugdes traduzidos de forma livre, bem como apresentados
pelo fabricante na lingua original.

3.9 Clonagem e Seqiienciamento dos Produtos

Com o intuito de se confirmar a identidade dos produtos da PCR, foi selecionada uma
amostra positiva de cada gel de eletroforese que mostrou amplicons especificos para serem
clonados e seqiienciados. Previamente a clonagem dos produtos da PCR, os fragmentos de
393 pb de M. haemofelis e 191 pb de ‘Candidatus M. haemominutum’ foram purificados
diretamente a partir dos géis de agarose através do Zymoclean gel DNA recovery kit'.
Fragmentos purificados foram posteriormente clonados no vetor PGEM T-Easy Vector
System I1*°. Recombinantes foram selecionados com base nas cores azul/branca das colonias
e amplificados através de PCR especifica em termociclador programavel”' nas seguintes
condigdes: etapa inicial de desnaturagdo a 94°C por 5 min, seguida de 31 ciclos de 94°C por
30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 2,5 min, finalizando com uma extensao adicional de 7 min
a 72°C. Para a realiza¢do da PCR de colonia foram utilizados os seguintes reagentes em suas
concentragoes finais: 1X Green GoTaq® Buffer?, 1,5mM MgClzzl, 0,2mM de cada dNTP?!,
0,4mM de cada seqiiéncia iniciadora™ (T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'; SP6 5’-
TACGATTTAGGTGACACTATAG-3"), 0,25U GoTaq” DNA Polimerase®', e 4gua estéril
g.s.p- 25 pl. Plasmidios contendo insertos de tamanho apropriado foram preparados e
purificados através do QIAprep miniprep kit**. Exceto pela programacio e reagentes
utilizados na PCR de colonia, os passos previamente descritos foram realizados de acordo
com as instrugdes do fabricante. Todos os clones foram seqiienciados em ambas as diregdes
‘sense’ e ‘anti-sense’ através do método dideoxi de terminagdo (SLATKO et al., 1999),
usando o ‘Applied Biosystems Automated 3730 DNA analyser’ na Cornell University,
Ithaca,2 6NY, EUA. Os dados obtidos no seqiienciamento foram analisados no programa Blast
2.0.10

3.10 Analise Estatistica

Estimativas de prevaléncia e intervalos de confianga (IC) a 95% exatos obtidos através
de teste de probabilidade binomial foram calculados para cada desfecho nos animais testados
para a presenca de FIV e FeLV. Comparagdes entre as variaveis aferidas nos grupos de estudo
foram confrontadas com as mesmas no grupo de referéncia através dos testes ndo-

16 Konica SRX-101A Medical film processor, Wayne, NJ, EUA.
7 Promega, Madison, WI, EUA.

'8 DIG-Systems for non-reactive nucleic acid labeling and detection (Roche Diagnostic Corporation,
Indianapolis, IN, EUA).

' Zymo Research Corp, Orange, CA, EUA

20 Promega, Madison, WI, EUA.

21 PTC-100, MJ Research Inc, Waltham, MA, EUA.

z Promega, Madison, WI, EUA.

> Integrated DNA Technologies — IDT — Coralville, IA, EUA.
2 Qiagen, Valencia, CA, EUA.

3 Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA.

%8 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY.
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paramétricos de qui-quadrado () ou exato de Fisher (varidveis com respostas categdricas)
quando aplicavel ou Mann-Whitney (varidveis continuas).

A comparagdo dos resultados entre a PCR e o SB/hibridizacdo, bem como a
comparagdo entre as técnicas de avaliagdo do esfregaco sangiliineo e moleculares para a
identificagdo de infecgdes por hemoplasmas felinos foram realizadas através do teste Exato de
Fisher. Estimativas de prevaléncia e IC a 95% exatos obtidos através de teste de probabilidade
binomial também foram calculados para hemoplasmas em cada grupo e indicados como
porcentagens de gatos com um resultado de teste positivo (nimero de gatos testados positivos
dividido pelo numero total de gatos testados x 100). Com o intuito de se verificar a presenga
de associacdo entre as varidveis aferidas quanto a positividade para hemoplasma, foram
realizados os mesmos testes descritos anteriormente.

Um modelo de regressao logistica foi executado para cada um dos trés possiveis
resultados (hemoplasma, ‘Candidatus M. haemominutum’ e M. haemofelis) incluindo apenas
o grupo (FIV-positivos, FeLV-positivos, FIV/FeLV-positivos e gatos negativos para ambos os
retrovirus) como preditor. O ‘odds ratio’ (OR) ou razao de chances, IC a 95% para o perfil de
verossimilhanga e os valores p através de teste da razdo de verossimilhanga (y°) estio
indicados. Ademais, um modelo de regressao logistica foi executado a fim de avaliar a relagao
entre fatores de risco e retrovirus na presenca de DNA de hemoplasmas. Assim, para cada
possivel fator de risco, o modelo de regressao logistica foi executado, usando a presenca do
fator de risco levantado, condi¢do retroviral e o fator de interagdo para predizer a presenga de
DNA de hemoplasmas. Os fatores associados puderam apenas ser avaliados individualmente
devido ao pequeno numero de animais hemoplasma-positivos. No caso da interacdo ter sido
considerada significativa, o modelo foi quebrado por fator de risco para se calcular o OR e o
IC de 95%. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos para todos os
testes neste estudo. No caso de haver relevancia clinica, p-valores iguais a 0,05 também foram
considerados significativos.

A anélise estatistica foi realizada por meio dos programas SAS 9.1%’, SPSS 13.0% ¢
STATA 9.0%.

27 SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA.
28 PSS Inc, Chicago, IL, EUA.
2 StataCorp LP, College Station, TX, EUA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise Descritiva dos Dados Obtidos

Um total de 149 animais foi testado para a presenga de infec¢ao por FIV e/ou FeLV no
presente trabalho, e portanto incluidos no estudo. Entretanto, dados referentes as entrevistas e
exames clinicos ¢ laboratoriais ndo foram obtidos em todas as situacdes. Na Tabela 1 estdo o
total de observagdes absolutas validas para cada parametro, alterag@o clinica e/ou laboratorial
analisados neste estudo, de acordo com o estado retroviral do animal.

Tabela 1. Total de observagdes absolutas validas para cada varidvel analisada entre todos os
149 animais testados para a presenga do(s) Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e/ou Virus
da Leucemia Felina (FeLV), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condic¢ao Retroviral

FIV FeLV FIV e FeLV  Total positivos Negativos

(n=25) (n=39) (n=8) (n=72) (n=77)
Idade 22 36 8 66 75
Sexo 24 39 8 71 77
Condigao reprodutiva 23 37 8 68 68
Raga 24 35 8 67 74
Historico de brigas/mordidas 22 28 8 56 63
Transfusdo de sangue 22 31 8 61 68
Presenca de pulgas 25 32 7 64 72
Acesso ao ambiente externo 24 33 8 65 68
Viver com outros gatos 22 31 8 61 65
Histodrico de vacinagdo 21 28 7 56 63
Anorexia 25 36 7 68 72
Letargia/Depressao 24 37 7 68 73
Mucosas palidas 24 34 7 65 76
Ictericia 25 36 6 67 76
Taquicardia 25 35 6 66 76
Taquipnéia 25 35 7 67 76
Febre 24 35 6 65 72
Dados hematologicos* 24 38 8 70 77
Plaquetometria 19 31 5 55 55
Proteinas plasmaticas totais 23 37 8 68 76

*Incluem Volume Globular, Hematimetria, Hemoglobinometria, Volume Globular Me¢dio,
Concentragdo de Hemoglobina Globular Média e Leucometria Global.

4.2 Prevaléncia dos Virus da Imunodeficiéncia e Leucemia Felina nos Gatos Testados
Dos 149 animais testados 72 apresentaram um resultado positivo para a presenca de
pelo menos um dos retrovirus pesquisados. Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados

descritivos completos acerca da prevaléncia de infecgdes pelos retrovirus testados e intervalos
de confian¢a a 95% nos animais utilizados neste estudo.
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Tabela 2. Soroprevaléncia por ELISA e intervalos de confianca (IC) a 95% para todos os
animais testados (n=149) para a presenga de anticorpos contra o Virus da Imunodeficiéncia
Felina (FIV) e/ou antigenos do Virus da Leucemia Felina (FeLV) em uma clinica exclusiva
no atendimento de gatos domésticos na Cidade do Rio de Janeiro, Brasil, de fevereiro/2005 a
fevereiro/2006.

Condicao retroviral (ELISA) n/149 (%) 1C 95%*

Retrovirus-positivo 72/149 (48,3) [40,0 - 56,7]
FIV e FeLLV-negativos 77/149 (51,7) [43,4 - 59,9]
FIV-positivo 25/149 (16,8) [11,2-23,8]
FeLV positivo 39/149 (26,2) [19,3 -34,0]
FIV e FeL.V-positivos 8/149 (5,4) [2,3-10,3]

*Intervalos de confianca a 95% exatos para Proporcao Binomial

As prevaléncias encontradas neste estudo sdo bem mais elevadas do que as descritas
na literatura, principalmente em relagdo aos retrovirus como um todo e ao FeLV. Ao se
interpretar resultados de estudos de prevaléncia, ¢ imperativo que se tenha em mente a
populacdo selecionada. Em estudos analisando populagdes de uma forma geral (incluindo
animais sadios e doentes), as taxas de prevaléncia sdo reduzidas (COURCHAMP; PONTIER,
1994; LEVY et al.,, 2006). Estes nimeros caem ainda mais quando se analisam apenas
animais assintomaticos, conforme estudo realizado nos EUA, onde a prevaléncia das
infecgoes por FIV, FeLV e mistas (FIV e FeLV) foi de, respectivamente, 6,8%, 4,0% e 0,5%
ao se observarem apenas animais assintomaticos (O'CONNOR et al., 1991). Quando
analisados apenas os animais em risco ou com sintomas, as prevaléncias de infec¢do para
FeLV, FIV ou infec¢des mistas aumentaram para 21,1%, 11,6% e 2,6%, sendo de 37,7% a
prevaléncia de infeccdo para ao menos um retrovirus (Ibid). Prevaléncias de FIV reduzidas
em grupos de animais sadios também foram observadas por Yamamoto et al. (1989) e Shelton
et al., (1989). Tais fatos corroboram os resultados obtidos por Shelton et al. (1989),
Yamamoto et al. (1989) e Courchamp e Pontier, (1994), os quais identificaram uma
prevaléncia mais elevada de FIV em populagdes levadas a clinicas e hospitais veterinarios.
Diversos trabalhos, incluindo outras doencas infecciosas, indicam que a prevaléncia de uma
infeccdo estaria diretamente relacionada ao risco da populagdo selecionada apresentar o
agente em questao (O'CONNOR et al., 1991; COURCHAMP; PONTIER, 1994; KEWISH et
al., 2004). Souza et al. (2002) identificaram uma ocorréncia de positividade para FIV de
aproximadamente 20% dentre animais doentes (20/99), enquanto apenas um animal dentre os
27 sadios (3,7%) teve o mesmo resultado. Tais achados justificam o fato de que a prevaléncia
de infecgao por FIV e/ou FeLV entre gatos no presente estudo ser consideravelmente maior
do que a populagdo geral, visto que, salvas razdes profilaticas em uma minoria, 0os animais
aqui utilizados foram testados com base em indicagdes clinicas. Ademais, podemos sugerir
que a prevaléncia de infec¢des por retrovirus vem crescendo, principalmente se analisados os
animais atendidos na Clinica Veterinaria que forneceu as amostras para o presente trabalho.
Souza et al. (2002) sugeriram com seus achados um aumento na prevaléncia da infec¢do por
retrovirus no Brasil. Uma maior eficiéncia dos métodos de diagnostico poderia explicar esse
aumento, entretanto, devido a elevacdo da populagdo de gatos domésticos, bem como da
densidade populacional dos mesmos, ¢ realmente provavel que esses achados reflitam uma
nova distribuicdo dos agentes patogénicos na populacido de estudo. Levando-se em conta que
o presente trabalho utilizou amostras provenientes da mesma Clinica e uma coorte semelhante
de animais, encontrando prevaléncias maiores, principalmente para a presenca de FeLV, esta
hipétese encontra sustentacdo. O contrario ocorre nos EUA, onde a prevaléncia geral de
infecgdes por FeLV vem caindo gradativamente ao longo dos anos, uma vez que a
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disponibilidade de testes de diagnostico permite que medidas profilaticas seja tomadas, como,
por exemplo, eliminar animais positivos de uma determinada populacdo ou mesmo impedir
que estes sejam introduzidos entre gatos sadios (HARTMANN, 2006). A vacinagdo contra o
FeLV também contribuiu para esta queda, entretanto, estudos epidemioldgicos sugerem que
as estatégias profilaticas previamente citadas teriam um efeito maior na reducdo das infecgdes
(ROMATOWSKI; LUBKIN, 1997).

De acordo com o fabricante, o teste de ELISA utilizado para a detecg¢do de anticorpos
para FIV e antigeno para FeLV apresenta uma sensibilidade de 97,6% e 100% e uma
especificidade de 99,1% e 99,5% para o diagndstico de FIV e FeLV respectivamente.
Entretanto, a confiabilidade dos resultados de um teste de diagnostico também depende
diretamente da prevaléncia da infeccdo na populacao testada (HARTMANN et al., 2001).
Uma baixa prevaléncia do agente em questdo pode levar a um valor preditivo positivo (VPP)
baixo dos resultados do teste, assim, a probabilidade de que retrovirus estejam realmente
infectando os animais quando o resultado do teste fosse positivo seria baixa (HARDY, 1991;
JACOBSON, 1991). Em um estudo prévio, o qual havia testado soros de gatos atendidos em
uma clinica veterinaria exclusiva para o atendimento de felinos na Cidade do Rio de Janeiro,
Brasil, observou prevaléncias de 17,46% e 16,66% para FeLV e FIV em animais com
indicagdo para o teste, respectivamente (SOUZA et al., 2002). Baseado nesses resultados de
prevaléncia, assumindo a sensibilidade e especificidade do teste ELISA conforme
previamente determinadas, e utilizando os célculos sugeridos por Jacobson (1991), uma
confiabilidade de um teste positivo foi prevista em 95%. Os fatores que poderiam levar a um
resultado falso positivo na técnica de ELISA para anticorpos contra FIV foram provavelmente
eliminados nesse trabalho. Anticorpos maternos para FIV em filhotes de até seis meses de
idade j& foram encontrados e responsabilizados como variaveis de confundimento na
interpretacdo de um teste positivo (RICHARDS, 2003; LEVY et al. 2003). Ainda, a vacinagao
contra FIV resulta em uma rapida producdo de anticorpos em animais vacinados persistindo
por pelo menos um ano, induzindo a um resultado falso-positivo no ELISA (LEVY et al,,
2004). Entretanto, ndo havia at¢é o momento da realizagdo do presente trabalho uma vacina
para FIV comercializada no Brasil e, além disto, todos os gatos testados FIV-positivos eram
adultos, o que eliminaria uma transferéncia materna de anticorpos. Em relacdo ao FelLV,
pode-se dizer que diversos animais utilizados neste estudo possuiam um historico de
vacinagdo contra a infecc¢do pelo referido agente patogénico. Entretanto, uma vez que o teste
realizado para o diagnostico de FeLV detecta a presenga de um antigeno especifico do virus
livre na circulagdo, ndo ha interferéncia da vacinagao nos resultados do teste ELISA (LEVY
et al. 2003).

Apesar de resultados falso-positivos terem sido documentados no teste de ELISA para
ambos os retrovirus, a freqiiéncia dessas reagdes ¢ reduzida quando os testes sdo realizados de
acordo com as instrucdes do fabricante e boas praticas de laboratério (BARR et al., 1991;
LOPEZ; JACOBSON, 1989). Outra causa possivel para um teste falso-positivo ocorre pelo
uso de sangue total, ao invés de soro ou plasma, conforme ja sugerido por Hawks et al. (1991)
e Barr, (1996). Todos os testes do presente estudo foram realizados por profissionais
capacitados, utilizando-se soro ou plasma como amostra, sendo, portanto pouco provavel a
ocorréncia de resultados falso-positivos.

4.3 Fatores Associados as Infec¢des por FIV e/ou FeLV
Quando as infec¢des por retrovirus foram analisadas de uma maneira global, sem

discriminacdo do agente, alguns fatores mostraram associagdo com a presen¢a dos virus, ao
serem comparados ao grupo de referéncia.
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Animais com idade mais avangada se mostraram mais propicios a estarem infectados
pelo menos por um dos retrovirus testados. Esta diferenca pode ser atribuida aos animais FIV-
positivos, uma vez que os mesmos apresentaram-se mais velhos que o grupo de referéncia. A
ocorréncia de FIV ¢ sabidamente maior em animais adultos, conforme demonstrado por varios
autores (SHELTON et al., 1989; YAMAMOTO et al., 1989; O'CONNOR et al., 1991;
SOUZA, 2002; HARTMANN, 2006; LEVY et al., 2006). O fato do FIV poder permanecer
latente por varios anos (SHELTON et al., 1989; YAMAMOTO et al. 1989; ISHIDA et al.,
1992; ADDIE et al., 2000), aparecendo apenas quando o animal tiver uma idade mais
avancada (Souza, 2002), poderia explicar essa diferenga. No entanto, ndo houve diferenga
significativa entre a idade dos animais FeLV e FIV/FeLV positivos quando comparados aos
animais de referéncia. Os resultados das analises estatisticas da idade dos animais usados
neste estudo, separados por grupos, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Idade dos animais testados para a presenga do(s) Virus da Imunodeficiéncia Felina
(FIV) e/ou Virus da Leucemia Felina (FeLV), comparada com gatos testados negativos para
ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condigao retroviral (ELISA) Idade (anos)

Média DP* Minima Miéxima p-valor**
Retrovirus-positivos 5,2 3,5 0,5 14,0 0,024
FIV-positivos 8,1 3,3 2,0 14,0 <0,001
FeLV-positivos 34 2,5 0,5 11,0 0,832
FIV/FeLV-positivos 53 2,2 2,0 9,0 0,181
Grupo de Referéncia (FIV/FeL V-negativos) 42 3,6 0,2 14,0 GR

*Desvio Padrdo
**P-valores comparados ao grupo de referéncia através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Os possiveis fatores associados as infec¢des por retrovirus felinos foram analisados
sob diferentes condigdes. Primeiramente se analisou a populagdo de animais positivos para
pelo menos um retrovirus (n=72), em comparacao em grupo de referéncia (n=77). O grupo de
animais positivos foi dividido de acordo com o retrovirus em questdo, sendo os resultados
também confrontados com os animais identificados como livres de infec¢ao por FIV e FeLV.

Animais com histérico de brigas/mordidas (OR=4,18; p=0,001), com pulgas
(OR=2,13; p=0,05) e acesso ao ambiente externo (OR=2,43; p=0,016) teriam uma maior
chance de apresentarem um resultado positivo para alguma das retroviroses testadas (Tabela
4). Entretanto, acredita-se que estes achados se devem aos fatores analisados dentro de cada
grupo de forma especifica. Desta forma, essas associagdes serdo discutidas adiante,
juntamente com os resultados encontrados dentro de cada grupo de animais utilizados neste
estudo.
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Tabela 4. Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja associagdo com
a presenga de pelo menos um retrovirus (FIV e/ou FeLV) foi testada estatisticamente,
comparados com gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no
periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condicio retroviral n (%)

FATORES n ‘OR’" IC (95%) p-valor
Positivos Negativos

Sexo
Macho 44 (62) 44 (57,1) 148 1,22 [0,63 —1,22] 0,550
Fémea 27 (38) 33 (42,9)

Condic¢ao reprodutiva
Castrado 54 (79,4) 44 (66,7) 136 2,10 [0,97 —4,54] 0,055
Nao-castrado 14 (20,6) 24 (35,3)

Racga
Definida 13 (19,4) 19 (25,7) 141 0,70 [0,31 —1,55] 0,373
Nao definida 54 (80,6) 55(74,3)

Historico de brigas/mordidas
Sim 23 (41,1) 9(14,3) 119 4,18 [1,73 - 10,12] 0,001
Nao 33 (58,9) 54 (85,7)

Transfusio de sangue
Sim 5(8,2) 1(1,5) 129 5,98 [0,68 —52,72] 0,1*
Nao 56 (91,8) 67 (98,5)

Presenca de pulgas
Sim 23 (60,5) 15 (20,8) 136 2,13 [0,99 — 4,58] 0,05
Nao 41 (41,6) 57 (79,2)

Acesso ao ambiente externo
Sim 28 (43,1) 16 (23,5) 133 2,43 [1,17-5,18] 0,016
Nao 37 (56,9) 52 (76,5)

Viver com outros gatos
Sim 54 (88,5) 55 (84,6) 126 1,40 [0,50 —3,95] 0,52
Nao 7(1L,5) 10 (15,4)

Histérico de vacinagao
Sim 33 (58,9) 46 (73,0) 119 0,53 [0,25 -1,15] 0,104
Nao 23 (41,1) 17 (27,0)

T <Odds ratio’
*Intervalos de confianga a 95%
*Teste exato de Fisher

Ao se observar os animais FIV-positivos, apenas gatos castrados (OR=3,64; p=0,033)
e com historico de brigas/mordidas (OR=7,2; p<0,001) estariam mais propicios a uma
infeccdo com este virus, quando comparados aos animais sem retrovirus. Dentre os
mecanismos horizontais de transmissdo do FIV, se destaca a via através de brigas e mordidas
em animais machos, que podem inocular saliva contaminada com o virus diretamente na
corrente sangiliinea, fato que explica uma maior ocorréncia de animais infectados com
historico de brigas (SHELTON et al., 1989; YAMAMOTO et al., 1989). Era esperada uma
maior ocorréncia de FIV em animais machos, levando a uma diferenca significativa em
comparag¢do ao grupo de referéncia. Essa expectativa se justifica, uma vez que muitos estudos
colocam gatos machos como principal grupo de risco para a infeccdo pelo retrovirus
(SHELTON et al., 1989; SHELTON et al., 1990a; YAMAMOTO et al., 1989;
COURCHAMP; PONTIERS, 1994). Entretanto, o nimero de gatos machos testados no
presente trabalho foi consideravelmente mais elevado do que o de fémeas (em todos os
grupos), fato que pode ter levado a uma ndo associa¢do da varidvel sexo com a presenca de
FIV. Animais castrados também apresentaram uma maior chance de um resultado positivo
para FIV. Essa associacdo ndo ¢ relatada com freqiiéncia, e provavelmente ocorreu por um
viés de selecdo, uma vez que o FIV acomete animais sabidamente com maior idade, e com
isso provaveis de terem sido submetidos ao procedimento cirtirgico de castracdo, conforme
sugerido por O'Connor et al. (1991). No presente trabalho, animais testados FIV-positivos
foram significativamente mais velhos do que os gatos do grupo de referéncia (p<0,001)
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conforme previamente colocado, o que explicaria este achado. Ademais, a populagdo aqui
selecionada ¢ proveniente de uma clinica veterinaria, logo de animais que recebem cuidados,
diferentemente da populacdo geral. Desta forma, os proprietirios t€ém mais acesso a
informagdes acerca de programas de esterilizagdo, bem como recursos para este tipo de
cirurgia. Contrariando diversos estudos epidemioldgicos (SHELTON et al, 1989;
O’CONNOR et al., 1991; COURCHAMP; PONTIERS, 1994; LEVY et al., 2006), o presente
estudo ndo encontrou uma associagdo significativa entre o acesso ao ambiente externo ¢ a
infec¢do por FIV. Tal fato poderia ser explicado, uma vez que o niimero de animais com
acesso ao ambiente externo testados para retrovirus também foi alto, embora menor em
termos percentuais do que o do grupo infectado. A presenga de pulgas (in situ ou no historico)
também ndo foi relacionada a infec¢do por FIV, entretanto este fator nao é descrito como
associado a infeccdo por este retrovirus, sendo incluido no presente questionario em virtude
de uma possivel associacdo com infec¢des por hemoplasmas felinos ¢ mesmo FeLV. A
transmissdo iatrogénica do FIV através de transfusdes de sangue € possivel, entretanto nao
houve associacdo ao se comparar tal provavel fator associado entre os grupos FIV-positivo e
de referéncia. Um pequeno niimero de animais que apresentaram um historico de transfusao
sangiiinea seria uma justificativa plausivel para tais achados. Animais confinados tendem a
um comportamento social mais companheiro, de menor agressividade, desta forma ndo nos
surpreendeu o fato de viver com outros gatos ndo estar associado a infec¢do. O histérico de
vacinagdo (para a prevencdao de qualquer doenga) foi aferido de forma a se pesquisar o
cuidado que cada animal recebe, ou seja, se 0 mesmo faria visitas profilaticas a Clinica,
lembrando, inclusive, que ndo havia vacina contra FIV comercializada no Brasil até o
momento da realizagdo deste estudo. A relagdo completa dos fatores analisados cujas
respostas sdo dicotdmicas, comparados ao grupo de referéncia, bem como o ‘odds ratio” (OR)
e IC a 95% envolvendo animais testados positivamente para o FIV esta descrita na Tabela 5.
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Tabela 5. Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja associagdo com
a presenca do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi testada estatisticamente, comparados
com gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

FATORES Condicao retroviral (FIV) n (%) ‘oRr’" IC (95%)! p-valor
Positivos Negativos

Sexo
Macho 15 (62,5) 44 (57,1) 101 1,25 [0,49 —3,21] 0,641
Fémea 9 (37,5 33 (42,9)

Condic¢ao reprodutiva
Castrado 20 (87,0) 44 (66,7) 91 3,64 [0,98 —13,50] 0,033
Nao-castrado 3 (13,0) 24 (35,3)

Racga
Definida 7(29,2) 19 (25,7) 98 1,19 [0,43 —3,32] 0,738
Nao definida 17 (70,8) 55(74,3)

Historico de brigas/mordidas
Sim 12 (54,5) 9 (14,3) 85 7,2 [2,41 —21,55] <0,001
Nao 10 (45,5) 54 (85,7)

Transfusio de sangue
Sim 14,5 1(1,5) 90 3,19 [0,19 —53,25] 0,431*
Nao 21(95,5) 67 (98,5)

Presenca de pulgas
Sim 7 (28,0) 15 (20,8) 97 1,48 [0,52 —4,19] 0,468
Nao 18 (72,0) 57 (79.,2)

Acesso ao ambiente externo
Sim 10 (41,7) 16 (23,5) 92 2,32 [0,87 —6,22] 0,097
Nao 14 (58,3) 52 (76,5)

Viver com outros gatos
Sim 21(95,9) 55 (84,6) 87 3,82 [0,46 —31,69] 0,277*
Nao 14,5 10 (15,4)

Histérico de vacinagao
Sim 12 (57,1) 46 (73,0) 84 0,49 [0,18 — 1,38] 0,181
Nao 9 (42,9) 17 (27,0)

T <Odds ratio’
*Intervalos de confianga a 95%
*Teste exato de Fisher

Apenas a presenga de pulgas foi considerada um fator associado a infec¢ao pelo FeLV
(OR=2,96; p=0,018). Apesar da ocorréncia do artropode ndo ser considerada importante como
meio de transmissdo horizontal do agente, tal hipotese ja foi sugerida por alguns estudos
(VOBIS et al., 2003a; 2003b; 2003¢). Dentre os demais fatores, o unico descrito na literatura
como associado a presenca do FeLV ¢é a coabitagdo no mesmo recinto com mais de um
animal. Isto acontece pelo fato do FeLV ser uma infec¢do ‘social’, cujo principal meio de
transmissdo ocorre por meio de contato intimo entre os animais, ao se lamberem mutuamente
e dividirem vasilhames de comida, 4gua e caixa de dejetos (LEVY, 2000; HARTMANN,
2006). Uma vez que no presente estudo, a maioria dos animais amostrados, em todos os
grupos, viviam com outros gatos, a ndo associacdo deste fator a presenga do FeLV ja era
previsivel. Apesar da transmissao iatrogénica ser possivel, através de agulhas contaminadas,
instrumentos, fomites ou transfusdo de sangue, este ultimo fator também nao esteve associado
a infecgdo pelo retrovirus em questdo, provavelmente pelo baixo niimero de vezes que esse
procedimento foi realizado e também pelos cuidados tomados para tal. A relagdo completa
dos fatores analisados cujas respostas sdo dicotomicas, comparados ao grupo de referéncia,
bem como o ‘odds ratio’ (OR) e IC a 95% envolvendo animais testados positivamente para o
FeLV esta descrita na Tabela 6.
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Tabela 6. Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja associagdo com
a presenca do virus da leucemia felina (FeLV) foi testada estatisticamente, comparados com
gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condi¢ao retroviral (FeLV) n (%)

FATORES n ‘OR’f IC (95%) p-valor
Positivos Negativos

Sexo
Macho 24 (61,5) 44 (57,1) 116 1,2 [0,55 —2,64] 0,649
Fémea 15 (38,5) 33 (42,9)

Condic¢ao reprodutiva
Castrado 29 (78,4) 44 (66,7) 105 1,98 [0,78 — 5,00] 0,139
Nao-castrado 8(21,6) 24 (35,3)

Racga
Definida 5(114,3) 19 (25,7) 105 0,48 [0,164 —1,422] 0,168
Nao definida 30 (85,7) 55(74,3)

Historico de brigas/mordidas
Sim 8(28,0) 9(14,3) 91 2,4 [0,81 —7,08] 0,116
Nao 20 (71,4) 54 (85,7)

Transfusio de sangue
Sim 2 (6,5) 1(1,5) 99 4,62 [0,40 —53,0] 0,230*
Nao 29 (93,5) 67 (98,5)

Presenca de pulgas
Sim 14 (43,8) 15 (20,8) 104 2,96 [1,20 —7,28] 0,018
Nao 18 (56,3) 57(79,2)

Acesso ao ambiente externo
Sim 13 (39,4) 16 (23,5) 101 2,11 [0,86 —5,17] 0,103
Nao 20 (60,6) 52 (76,5)

Viver com outros gatos
Sim 26 (83,9) 55 (84,6) 96 0,95 [0,29 —3,05] >0,999
Nao 5(16,1) 10 (15,4)

Histérico de vacinagao
Sim 18 (64,3) 46 (73,0) 91 0,67 [0,26 — 1,72] 0,404
Nao 10 (35,7) 17 (27,0)

T <Odds ratio’
*Intervalos de confianga a 95%
*Teste exato de Fisher

Apenas oito animais de todos os 149 testados apresentaram um resultado duplamente
positivo para FIV e FeLV. Ao se analisar este grupo em separado, comparando-o com 0s
animais negativos, apenas o historico de transfusdo de sangue (OR=22,33; p=0,028) ¢ acesso
ao ambiente externo (OR=5,42; p=0,033) se mostraram associados a dupla infec¢do por
retrovirus. Esses resultados sdo inconclusivos, visto o numero reduzido de animais presentes
neste grupo em separado. Entretanto, se pode especular que a associagdo da infec¢do mista
com um acesso ao ambiente externo se dé em virtude da presenga do FIV. Ademais, animais
infectados com um retrovirus, poderiam apresentar uma infec¢do por um segundo agente
(PEDERSEN et al., 1990; SHELTON et al., 1990a; ADDIE et al., 2000). A relagdo completa
dos fatores analisados cujas respostas sdo dicotdmicas, comparados ao grupo de referéncia,
bem como o ‘odds ratio’ (OR) e IC a 95% envolvendo animais testados positivamente para
ambos FIV e FeLV esté descrita na Tabela 7.
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Tabela 7. Fatores dicotomicos referentes ao historico clinico dos animais cuja associagdo com
a presenca de ambos os virus das imunodeficiéncia (FIV) e leucemia (FeLV) felinas foi
testada estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para ambos os retrovirus
(grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condicao retroviral (FIV e FeLLV) n (%)

FATORES ‘OR’" IC (95%)* p-valor*
Positivos Negativos

Sexo
Macho 5(62,5) 44 (57,1) 8 1,25 [0,28 —5,61] >0,999
Fémea 3(37,5) 33 (42,9)

Condic¢ao reprodutiva
Castrado 5(62,5) 44 (66,7) 76 0,91 [0,2 —4,14] >0,999
Nao-castrado 3(37,5) 24 (35,3)

Racga
Definida 1(12,5) 19 (25,7) 82 041 [0,05 —3,59] 0,672
Nao definida 7 (87,5) 55(74,3)

Historico de brigas/mordidas
Sim 3 (50,0) 9(14,3) 69 6,0 [1,04 —34,49] 0,061
Nao 3 (50,0) 54 (85,7)

Transfusio de sangue
Sim 2 (25,0) 1(1,5) 76 2233 [1,80—-283,64] 0,028
Nao 6 (75,0) 67 (98,5)

Presenca de pulgas
Sim 2 (28,6) 15 (20,8) 79 1,52 [0,27 — 8,62] 0,639
Nao 5(71,4) 57 (79,2)

Acesso ao ambiente externo
Sim 5(62,5) 16 (23,5) 76 5,42 [1,17-25,2] 0,033
Nao 3(37,5) 52 (76,5)

Viver com outros gatos
Sim 7 (89,5) 55 (84,6) 73 1,27 [0,14 - 11,50] >0,999
Nao 1(12,5) 10 (15,4)

Histérico de vacinagao
Sim 3(42,9) 46 (73,0) 70 0,28 [0,06 —1,37] 0,186
Nao 4 (57,1) 17 (27,0)

T <Odds ratio’
*Intervalos de confianga a 95%
*Teste exato de Fisher

4.4 Achados Clinicos Relacionados as Infec¢des por FIV e/ou FeLV

Os achados clinicos associados as infec¢des por retrovirus felinos foram analisados
sob diferentes condi¢des. Da mesma forma que no item anterior, primeiramente se analisou a
populacdo de animais positivos para pelo menos um retrovirus (n=72), em comparagao com o
grupo de referéncia (n=77). O grupo de animais positivos foi dividido de acordo com o
retrovirus em questdo, sendo os resultados também confrontados com os animais identificados
como livres de infeccdo de FIV e FeLV.

Viarias foram as varidveis clinicas analisadas que apresentaram significancia estatistica
quando comparadas ao grupo de referéncia. No universo de animais positivos para qualquer
retrovirus, anorexia (OR=2,38; p=0,012), presenca de letargia/depressio (OR= 2,17;
p=0,025), mucosas palidas (OR=2,73; p=0,018), ictericia (OR= 3,16; p=0,05) e taquicardia
(p=0,009) estavam associadas a presenca do(s) virus. A relagdo completa dos achados clinicos
analisados cujas respostas sdo dicotdmicas, comparados ao grupo de referéncia, bem como o
OR ¢ IC a 95% envolvendo animais testados positivos para pelo menos um dos retrovirus
pesquisados, esta descrita na Tabela 8.
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Tabela 8. Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais cuja
associagdo com a presenca de pelo menos um retrovirus (FIV e/ou FeLV) foi testada
estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo
de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condi¢ao retroviral n (%)

SINAIS/SINTOMAS n  ‘OR’f IC (95%)* p-valor
Positivos Negativos

Anorexia
Sim 38 (55,9) 25 (34,7) 140 2,38 [1,21 -4,71] 0,012
Nao 30 (44,1) 47 (65,3)

Letargia/Depressao
Sim 35(51,5) 24 (32,9) 141 2,17 [1,10—4,28] 0,025
Nao 33 (48,5) 49 (67,1)

Mucosas palidas
Sim 19 (29.2) 10 (13,2) 141 2,73 [1,16 —6,40] 0,018
Nao 46 (70,8) 66 (86,8)

Ictericia
Sim 10 (14,9) 4(5,3) 143 3,16 [0,94 — 10,60] 0,05
Nao 57 (85,1) 72 (94,7)

Taquicardia

(>220 batimentos por minuto)
Sim 6(9,1) 0(0) 142 NA** NA** 0,009*
Nao 60 (90,9) 76 (100,0)

Taquipnéia

(>60 respiragdes por minuto)
Sim 8(11,9) 79,2) 143 1,34 [0,48 —3,91] 0,595
Nao 59 (88,1) 69 (90,8)

Febre (T >39.2°C)
Sim 9 (13,8) 14 (19,4) 137 0,67 [0,27 —1,67] 0,379
Nao 56 (86,2) 58 (80,6)

T <Qdds ratio’;

ntervalos de confianca a 95%;
*Teste exato de Fisher;
**Nao aplicavel.

Conforme previamente colocado, os sinais clinicos associados as retroviroses causadas
pelos FIV e FeLV sdo inespecificos, fato inclusive que dificulta o diagnostico na falta de
testes especificos para tal (HARTMANN et al.,, 2007). Os sinais clinicos considerados
significativos no presente estudo podem ocorrer em diversas afeccdes e apenas alertam para a
necessidade de uma investigagdo mais profunda acerca do problema (MONROE, 2000;
TURNWALD, 2000; ROGERS, 2000; ROTHUIZEN, 2000).

Ao comparar o grupo de animais positivos para FIV com os de referéncia, apenas
anorexia (OR=4,0; p=0,004) e presenca de mucosas palidas (OR= 3,3; p=0,034) mostraram-se
alteragdes clinicas presentes estatisticamente significativas nessa coorte de animais. Apesar de
serem manifestagdes clinicas inespecificas, essas alteragdes estdo constantemente presentes
em animais com o FIV (COTTER, 1979; BARR; PHILIPS, 2000; HARTMANN, 2006). A
auséncia de manifestagdes clinicas mais acentuadas pode ser devido a laténcia do virus, onde
apesar de detectavel nos testes ndo se manifesta clinicamente (SHELTON et al., 1989;
YAMAMOTO et al. 1989; ISHIDA et al., 1992; ADDIE et al., 2000), bem como pelo fato de
animais com FIV apresentarem um histdorico de doenga recorrente, com periodos saudaveis
entre os episodios, fato que ja foi descrito em animais naturalmente infectados (ISHIDA et al.,
1992). A relagdo completa dos achados clinicos analisados cujas respostas sdo dicotdmicas,
comparados ao grupo de referéncia, bem como o OR e IC a 95% envolvendo animais testados
positivos para o FIV, est4 descrita na Tabela 9.
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Tabela 9. Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais cuja
associacdo com a presenc¢a do virus da imunodeficiéncia (FIV) foi testada estatisticamente,
comparados com gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no
periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

SINAIS/SINTOMAS Condigao retroviral (FIV) n (%) ‘OR"" IC (95%) p-valor
Positivos Negativos

Anorexia
Sim 17 (68,0) 25 (34,7) 97 4,0 [1,51 -10,54] 0,004
Nio 8 (32,0) 47 (65,3)

Letargia/Depressao
Sim 12 (50,0) 24 (32,9) 97 2,04 [0,8 —5,21] 0,136
Nio 12 (50,0) 49 (67,1)

Mucosas palidas
Sim 8(33,3) 10 (13,2) 100 3.3 [1,12-9,70] 0,034*
Néo 16 (66,7) 66 (86,8)

Ictericia
Sim 2 (8,0) 4(5,3) 101 1,57 [0,27 —9,11] 0,636
Nao 23 (92,0) 72 (94,7)

Taquicardia

(>220 batimentos por minuto)
Sim 0(0) 0(0) 101 NA NA ok
Nao 25 (100,0) 76 (100,0)

Taquipnéia

(>60 respiragdes por minuto)
Sim 1 (4,0 7(9,2) 101 0,41 [0,05 —3,51] 0,675
Nao 24 (96,0) 69 (90,8)

Febre (T >39.2°C)
Sim 4(16,7) 14 (19,4) 96 0,83 [0,24 —2,81] >0,999
Nio 20 (83,3) 58 (80,6)

T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianca a 95%;
*Teste exato de Fisher;

**Nao aplicavel.

***Valor constante

Animais FeLV-positivos também apresentaram alteragdes clinicas significativas
quando comparados aos gatos negativos para retrovirus, sendo que 54,1%, (OR=2.,4; p=0,033)
dos animais estavam letargicos/deprimidos durante o exame. Ademais, ictericia (OR=4,34;
p=0,036) e taquicardia (p=0,003) também foram alteracdes identificadas no exame fisico
presentes em maior escala em animais testados positivos para o FeLV do que nos gatos de
referéncia. Um estado de letargia e depressdo pode ser atribuido a presenca da doenga
exteriorizada. A ictericia foi primeiramente associada a infeccdo por FeLV em estudo de
Reinacher et al. (1989), juntamente com outras alteragdes hepaticas, que incluiram
dissociacdo de células, figado gorduroso, cirrose e necrose focal. A lipidose hepatica
explicaria alguns desses casos, entretanto, a patogé€nese da necrose focal ainda necessita
elucidagdo (HARTMANN, 2006). A taquicardia pode ser explicada pelo estresse do animal,
em virtude da propria doenca e dos procedimentos realizados na clinica. A relagdo completa
dos achados clinicos analisados cujas respostas sdo dicotomicas, comparados ao grupo de
referéncia, bem como o OR e IC a 95% envolvendo animais testados positivos para o FeLV,
esta descrita na Tabela 10.
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Tabela 10. Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais cuja
associacdo com a presenc¢a do virus da leucemia felina (FeLV) foi testada estatisticamente,
comparados com gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo de referéncia), no
periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condi¢ao retroviral (FeLV) n (%)

SINAIS/SINTOMAS ‘OR’" IC (95%)* p-valor
Positivos Negativos

Anorexia
Sim 18 (50,0) 25 (34,7) 108 1,88 [0,83 —4,24] 0,128
Nao 18 (50,0) 47 (65,3)

Letargia/Depressao
Sim 20 (54,1) 24 (32,9) 110 2,40 [1,07 —5.,40] 0,033
Nao 17 (45,9) 49 (67,1)

Mucosas palidas
Sim 9 (26,5) 10 (13,2) 110 2,38 [0,86 — 6,53] 0,097
Nao 25 (73,5) 66 (86,8)

Ictericia
Sim 7(19,4) 4(5,3) 112 4,34 [1,18 —15,97] 0,036*
Nao 29 (80,6) 72 (94,7)

Taquicardia

(>220 batimentos por minuto)
Sim 514,3) 0(0) 111  ND** ND** 0,003*
Nao 30 (85,7) 76 (100,0)

Taquipnéia

(>60 respiragdes por minuto)
Sim 5(14,3) 7(9,2) 111 1,64 [0,48 — 5,59] 0,513
Nao 30 (85,7) 69 (90,8)

Febre (T >39.2°C)
Sim 514,3) 14 (19,4) 107 0,69 [0,23 - 2,1] 0,506
Nao 30 (85,7) 58 (80,6)

T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianca a 95%;
*Teste exato de Fisher;
**Nao aplicavel.

Animais duplamente positivos para FIV e FeLV nao apresentaram diferencas de sinais
clinicos significativas com o grupo de referéncia. Tal fato ndo era esperado, uma vez que, em
teoria, uma infec¢do poderia potencializar a outra gerando efeitos mais nocivos para o animal
(PEDERSEN et al., 1990). Entretanto, Addie et al. (2000) ndo encontraram redu¢dao na
expectativa de vida de animais coinfectados. Desta forma se torna dificil concluir algo a partir
deste grupo em relagdo a qualquer um dos fatores no presente trabalho, uma vez que o mesmo
¢ bastante reduzido e, em sua maioria, ndo apresentou alteracdes significativas. A relagdo
completa dos achados clinicos analisados cujas respostas sdo dicotdomicas, comparados ao
grupo de referéncia, bem como o OR e IC a 95% envolvendo animais testados positivos para
ambos FIV e FeLV, esta descrita na Tabela 11.
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Tabela 11. Fatores dicotomicos referentes a dados do exame clinico dos animais cuja
associacdo com a presenga de ambos os virus das imunodeficiéncia (FIV) e leucemia (FeLV)
felinas foi testada estatisticamente, comparados com gatos testados negativos para ambos os
retrovirus (grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condicao retroviral (FIV e FeL.V) n (%)

SINAIS/SINTOMAS ‘OR’f IC (95%)* p-valor*
Positivos Negativos

Anorexia
Sim 3 (42,9) 25(34,7) 79 1,41 [0,29 — 6,80] 0,694
Nao 4(57,1) 47 (65,3)

Letargia/Depressao
Sim 3(42)9) 24 (32,9) 80 1,53 [0,32 —7.4] 0,683
Nio 4 (47,1) 49 (67,1)

Mucosas palidas
Sim 2 (28,6) 10 (13,2) 83 2,64 [0,45—15,5] 0,266
Néo 5(71,4) 66 (86,8)

Ictericia
Sim 1(16,7) 4(5,3) 82 3,6 [0,34 —38,57] 0,323
Nao 5(83,3) 72 (94,7)

Taquicardia

(>220 batimentos por minuto)
Sim 1(16,7) 0(0) 82 NA** NA** 0,073
Néo 5(83,3) 76 (100,0)

Taquipnéia

(>60 respiragdes por minuto)
Sim 2 (88,6) 7(9,2) 73 3,94 [0,64 —24,21] 0,165
Nao 5(71,4) 69 (90,8)

Febre (T >39.2°C)
Sim 0(0) 14 (19,4) 78 NA** NA** 0,584
Nio 6 (100,0) 58 (80,6)

T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianca a 95%;
*Teste exato de Fisher;
**Nao aplicavel.

4.5 Achados Laboratoriais Relacionados as Infec¢oes por FIV e/ou FeLV

No presente trabalho, os animais tiveram alguns parametros laboratoriais avaliados e
comparados com o grupo referencial, sendo que a maioria dos indices analisados mostrou
significancia estatistica. Animais positivos para pelo menos um retrovirus (FIV e/ou FeLV)
apresentaram o eritrograma e a plaquetometria alterados em comparagdo ao grupo de
referéncia. Entretanto, a maioria dos pardmetros avaliados estava dentro dos valores
considerados normais para a espécie, embora significativamente inferiores ao grupo
referencial.

Nenhum dos grupos de estudo apresentou VG médio abaixo dos valores referenciais
neste estudo, entretanto, em todos os grupos, o hematdcrito estava significativamente
reduzido em comparagdo ao grupo de referéncia, sendo esta variagdo mais evidente entre os
animais infectados por FIV e FeLV de forma isolada. O fato da redu¢do ser mais acentuada
entre os animais duplamente infectados poderia ser explicada em fun¢do dos animais com
ambos os retrovirus apresentarem alteracdes mais significativas (SHELTON et al., 1990b).

A macrocitose, traduzida pelo aumento no VGM, nos animais com FIV ndo ¢ um
achado regular (SHELTON; LINENBERGER, 1995). Uma hipétese para um VGM elevado
nesses casos seria a possibilidade de infecgdes oportunistas ou concomitantes, visto que este
grupo apresentou alto indice de infec¢des por hemoplasmas, conforme descrito mais adiante.
Porém, animais duplamente infectados também apresentaram macrocitose. Este fato poderia
ser justificado da mesma forma ou ainda pela possibilidade desta alteracdo ser causada pelo
FeLV, visto que animais infectados com esse virus apresentam macrocitose com certa
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freqiiéncia, mesmo sem anemia (WEISER; KOCIBA, 1983). A macrocitose presente nos
animais FIV positivos, bem como nos duplamente infectados por FIV e FeLV sugere uma
resposta medular ou regenerativa, embora neste segundo caso, ndo tenha havido diferenga
significativa entre o grupo estudado e o referencial. A presenga de um VGM elevado nesses
grupos, quando comparada aos animais negativos, pode ser explicada pela presenca de
infecgdes oportunistas ou secundarias, que levem a resposta regenerativa da medula ossea.

As alteragdes quantitativas (VG) e qualitativas (VGM) nas hemadcias levaram as
mudancas encontradas na concentracdo de hemoglobina no sangue, bem como no CHGM.
Entretanto, os valores aqui encontrados apontam para uma normocromia, visto que se
encontram dentro do intervalo de referéncia.

Apesar dos valores de plaquetometria encontrados nos grupos de estudo estarem bem
proximos aos referenciais, a reducdo significativa deste parametro em relagdo aos animais
negativos sugere a a¢do dos virus sobre esse componente sangiiineo, o que ja foi relatado por
Levy (2000), Barr e Philips (2000). Embora infreqiiente, o FIV pode, de forma direta, levar a
uma reducdo no numero de plaquetas, resultando até em trombocitopenia (YAMAMOTO et
al., 1989; SHELTON; LINENBERGER, 1995). Entretanto, redugdes acentuadas sao mais
comumente observadas em casos de neoplasias associadas ao FIV (SHELTON et al., 1990b).
Anormalidades na populacdo de plaquetas de animais FeLV-positivos podem envolver
mudangas quantitativas e qualitativas, o que explicaria essa diferenca na média entre os
grupos no limiar da significAncia estatistica (BOYCE et al., 1986; SHELTON;
LINENBERGER, 1995; HARTMANN et al., 2006). Em gatos naturalmente infectados, um
numero reduzido de plaquetas pode ser resultado de efeitos citopaticos diretos do FeLV em
megacariocitos,  mielopatias  e/ou  mecanismos  imunomediados  (SHELTON;
LINENBERGER, 1995). Animais duplamente infectados apresentaram uma plaquetometria
reduzida, quando comparado com os outros grupos de estudo. Segundo Shelton et al. (1990b),
coinfec¢des com FIV e FeLV produzem citopenias similares aquelas produzidas em infec¢des
isoladas, entretanto com freqiiéncia e gravidade maiores.

As contagens globais de leucocitos também apresentaram alteracdes quando
comparados os grupos positivos para ambos FIV e FeLV e o referencial. Esses animais
mostraram uma leucometria global significativamente reduzida, entretanto dentro dos valores
considerados normais para a espécie.

Apesar de reduzida em relacdo ao grupo referencial, alteracdes na concentragdo
plasmatica de proteinas totais ndo sdo achados caracteristicos da infeccdo por FeLV, ndo
apresentando importancia no presente estudo.

A relacdo completa dos parametros laboratoriais avaliados, discriminados por
condicdo retroviral dos animais e p-valores obtidos através de comparagdo com o grupo de
referéncia esta descrita na Tabela 12.
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Tabela 12. Parametros laboratoriais mensurados de acordo com a condi¢do retroviral dos
animais (positivos para pelo menos um retrovirus) e a comparagdo destes com o grupo de
referéncia, no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Condicio retroviral Parametro laboratorial Média  Desvio Padrao Minimo Maiximo p-valor*
Retrovirus-positivos VG (%) 28,1 10,7 4,0 44 <0,001
Hematimetria (x10°%mm’) 5,3 24 0,8 9,2 <0,001
Hb (g/dl) 8,9 3,5 1,2 14,5 <0,001
VGM (fl.) 57,8 15,7 39,2 131,0 0,012
CHGM (%) 31,6 2,7 22,7 37,1 0,032
LG (/mm’) 9916 7615 1200 37300 0,083
Plaquetometria (/mm’) 186982 120795 8000 620000 0,002
PPT' (g/dl) 7,4 1,4 4,8 12,4 0,202
FIV-positivos VG (%) 28,8 9,3 10,0 44,0 0,04
Hematimetria (x10%mm®) 5,3 2,2 0,84 9,0 <0,001
HbD (g/dl) 9,1 3,03 2,5 14,5 0,01
VGM (fl.) 61,1 20,05 40,0 131,0 0,015
CHGM (%) 31,3 3,1 22,7 37,1 0,03
LG (/mm®) 11400 10217 1900 37300 0,249
Plaquetometria (/mm”) 182421 110787 20000 519000 0,01
PPT' (g/dl) 8,0 1,5 5,2 11,2 0,189
FeLV-positivos VG (%) 28,3 12,0 4,0 44,0 0,004
Hematimetria (x10%mm®) 5,4 2,6 0,8 9,2 0.002
Hb (g/dl) 9,0 3.9 1,2 14,0 0,002
VGM (fl.) 51,5 12,5 39,2 87,5 0,075
CHGM (%) 31,8 2,1 26,3 34,9 0,042
LG (/mm’) 9768 6053 1200 31700 0,429
Plaquetometria (/mm®) 199548 130073 8000 620000 0,05
PPT' (g/dl) 7,2 1,3 5,2 12,4 0,017
FIV/FeLV-positivos VG (%) 25,5 8,5 12,0 34,0 0,05
Hematimetria (x10%mm’) 4,6 1,5 2,8 6,8 0,001
Hb (g/dl) 8,2 3,2 3,0 11,5 0,01
VGM (fl.) 55,3 15,1 42,9 90,0 0,498
CHGM (%) 31,7 4,3 24,8 36,5 0,347
LG (/mm’) 6150 3311 3500 12300 0,011
Plaquetometria (/mm’) 126400 94611 19000 240000 0,025
PPT' (g/dI) 6,9 1,3 4,8 8,5 0,180
Grupo de Referéncia VG (%) 354 8,5 10,0 53,0
(FIV/FeLV-negativos) ~ Hematimetria (x10%mm®) 7,1 2,0 1,5 11,0
HbD (g/dl) 11,6 3,0 3.3 18,0 Gruno
VGM (fl.) 50,1 6,2 40,0 74,3 dep
CHGM (%) 32,7 2,2 24,1 40,0 Referénci
LG (/mm’) 11479 9119 3200 65000 elerencia
Plaquetometria (/mm?®) 249236 114886 26000 508000
PPT' (g/dl) 7,6 1,1 4.6 11,6

*P-valores comparados ao grupo de referéncia através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Proteinas plasmaticas totais

Os retrovirus aqui estudados sdo notoriamente causadores de diversas alteragdes
clinico-patologicas (SHELTON; LINENBERGER, 1995; JORDAN, 2000), que podem variar
de forma acentuada, ou mesmo se manterem dentro dos intervalos de referéncia considerados
normais (SHELTON; LINENBERGER, 1995; LEVY, 2000; BARR; PHILIPS, 2000). Apesar
de diversos valores laboratoriais no presente trabalho terem apresentado diferenca estatistica
significativa, a média dos mesmos permaneceu dentro dos intervalos de referéncia utilizados.
Desta forma, uma analise categdrica das alteragdes hematologicas encontradas foi realizada
dentro de cada grupo de animais, também em comparagdo ao grupo de gatos negativos para
ambas as retroviroses.

Apesar do VG nao ter se apresentado abaixo dos valores referenciais em nenhum dos
grupos estudados, a anemia ¢, talvez, a alteragdo hematologica mais freqliente em animais
com FIV e/ou FeLV (COTTER, 1979; REINACHER, 1989; TASKER, 2005a; 2005b). Este
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fato pode ser comprovado através da categorizagao dos dados, que mostrou uma diferenca
significativa relativa a presenca de anemia nos animais positivos para pelo menos um dos
retrovirus testados (OR=5,8; p<0,001), FIV-positivos (OR=4,9; p=0,012) e FeLV-positivos
(OR=3,94; p<0,001). Esperava-se encontrar uma diferenca significativa ao se categorizar os
dados dos animais duplamente infectados por FIV e FeLLV apds compara-los com o grupo de
referéncia. Entretanto, essa diferenca ndo foi comprovada (p=0,163). Sugere-se que uma
amostragem maior de animais duplamente infectados por FIV e FeLV torna-se necessaria
para uma analise mais profunda.

Por meio da categorizagdo dos resultados obervou-se que animais infectados com pelo
menos um retrovirus ou FIV estariam mais propensos a desenvolver trombocitopenia
(OR=2,83; p=0,007 ¢ OR=3,8; p=0,015 respectivamente) por causas diversas, conforme
previamente colocadas. Apesar da plaquetometria dos animais FeLV-positivos ter se
apresentado significativamente mais reduzia que a dos animais de referéncia, ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa entre o grupo testado e o referencial ao se
proceder a analise categorica dos dados (p=0,097). Embora animais duplamente infectados
tenham apresentado uma contagem de plaquetas reduzida em comparacdo ao grupo
referencial, ndo foi encontrada significancia estatistica apds categorizacdo dos dados. O grupo
de animais duplamente positivos para FIV e FeLV contou apenas com oito animais, fato que
pode ter sido responsavel pela ndo observancia de significancia estatistica neste caso. Mais
animais duplamente infectados seriam necessarios para afirmar, de forma conclusiva, que essa
falta de associacao entre a dupla infecg@o e trombocitopenia seria um achado relevante.

Ao se categorizarem os dados relativos as contagens globais de células brancas,
animais positivos para pelo menos um dos retrovirus testados (OR=3,7; p=0,003), FIV
(OR=4,31; p=0,021) e duplamente infectados por FIV e FeLV (OR=8,63; p=0,012)
mostraram-se mais propensos a desenvolverem um quadro de leucopenia. Tal alteracao ja foi
descrita em animais FIV-positivos (SHELTON et al., 1991; SELLON; HARTMANN, 2006).
Metade dos animais duplamente infectados (FIV e FeLV) estava leucopénica, fato que nao
surpreende, pois conforme colocado anteriormente, infeccdes multiplas podem levar a uma
exacerbagdo das alteragdes clinico-patologicas (SHELTON et al., 1990b). Este fato também
explicaria a leucometria global reduzida (embora dentro dos valores de referéncia) no grupo
de animais duplamente infectados.

As relagdes completas das alteragcdes hematoldgicas categorizadas, cujas respostas sdo
dicotomicas, comparadas ao grupo de referéncia, bem como o OR e IC a 95% envolvendo
animais testados positivos para pelo menos um retrovirus (FIV e/ou FeLV), FIV, FeLV e
ambos FIV e FelLLV, estdo descritas nas Tabelas 13 a 16.
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Tabela 13: Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associacdo com a
presenga de pelo menos um retrovirus (FIV e/ou FeLV) foi testada estatisticamente,
comparadas com gatos testados negativos para ambos os virus (grupo de referéncia), no
periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

ALTERACAO Condicao retroviral n (%) ot o/ i
HEMATOLOGICA Positivos Negativos ! OR 1€ (9%) p-valor
Anemia
Sim 23(32,9) 6 (7,8) 147 5,8 [2,2-15,3] <0,001
Nao 47 (67,1) 71(92,2)
Trombocitopenia
Sim 34 (61,8) 20 (36,4) 110 2,83 [1,31-6,14] 0,007
Nao 21 (38,2) 35(63,3)
Leucopenia
Sim 21 (30,0) 8(10,4) 147 3,7 [1,5-9,03] 0,003
Nao 49 (70,0) 69 (89,6)
Leucocitose
Sim 7 (10,0) 8(10,4) 147 0,96 [0,33 —2,8] 0,938
Nao 63 (90,0) 69 (89,6)
T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianga a 95%;

Tabela 14: Alteragdes hematoldgicas categorizadas dos animais cuja associacdo com a
presenga do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi testada estatisticamente, comparadas
com gatos testados negativos para ambos os virus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

ALTERACAO

Condicio retroviral (FIV) n (%)

¢ of VAT
HEMATOLOGICA Positivos Negativos " OR 1€ 05%) p-valor
Anemia
Sim 7 (29,2) 6 (7,8) 101 49 [1,45-16,4] 0,012*
Niao 17 (70,8) 71(92,2)
Trombocitopenia
Sim 13 (68,4) 20 (36,4) 74 3,8 [1,25-11,53] 0,015
Nao 6(31,6) 35(63,3)
Leucopenia
Sim 8(33,3) 8(10,4) 101 431 [1,41 —13,23] 0,021*
Nao 16 (66,7) 69 (89,6)
Leucocitose
Sim 4 (16,7) 8(10,4) 101 1,73 [0,47 — 6,33] 0,472*
Nio 20 (83,3) 69 (89,6)
T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianga a 95%;
*Teste exato de Fisher;
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Tabela 15: Alteragdes hematologicas categorizadas dos animais cuja associacdo com a
presenga do virus da leucemia felina (FeLV) foi testada estatisticamente, comparadas com
gatos testados negativos para ambos os virus (grupo de referéncia), no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

ALTERACAO Condicao retroviral (FeLV) n (%) ot o/t
HEMATOLOGICA Positivos Negativos OR 1€ 95%) p-valor
Anemia
Sim 14 (36,8) 6 (7,8) 115 6,9 [2,39 — 19,97] <0,001
Nao 24 (63,2) 71(92,2)
Trombocitopenia
Sim 17 (54,8) 20 (36,4) 86 2,13 [0,87 — 5,20] 0,097
Nio 14 (45,2) 35(63.,3)
Leucopenia
Sim 9(23,7) 8(10,4) 115 2,68 [0,94 —7,62] 0,066
Néo 29 (76,3) 69 (89,6)
Leucocitose
Sim 3(7,9) 8(10,4) 115 0,74 [0,19 —2,96] >0,999
Nao 35(92,1) 69 (89,6)
T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianga a 95%;

Tabela 16: Alteragdes hematologicas categorizadas dos animais cuja associacdo com a
presenga de dupla infec¢do pelos virus da imunodeficiéncia (FIV) e leucemia (FeLV) felinas
foi testada estatisticamente, comparadas com gatos testados negativos para ambos os virus
(grupo de referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

ALTERACAO Condicao retroviral (FIV e FeLV) n (%) ot o/ \E "
HEMATOLOGICA Positivos Negativos " OR 1C 05%) p-valor
Anemia
Sim 2 (25,0) 6 (7,8) 8 394 [0,65-23,96] 0,163
Nao 6 (75,0) 71(92,2)
Trombocitopenia
Sim 4 (80,0) 20 (36,4) 60 7,0 [0,73 -67,02] 0,147
Nao 1 (20,0) 35(63,3)
Leucopenia
Sim 4 (50,0) 8(10,4) 85 8,63 [1,8-41,35] 0,012
Nao 4 (50,0) 69 (89,6)
Leucocitose
Sim 0(0) 8(10,4) 8 0,87 [0,83-0,98] >0,999
Nao 8 (100,0) 69 (89,6)
T¢0dds ratio’;

ntervalos de confianga a 95%;
*Teste exato de Fisher;

4.6 PCR, Southern Blot e Prevaléncia dos Hemoplasmas

Foram realizadas PCRs em todas as 149 amostras, seguidas de andlise por Southern
blot/hibridizacdo (SB). Dezoito (12,1%) das 149 amostras testadas apresentaram resultado
positivo por PCR para pelo menos um hemoplasma. Baseado no critério previamente descrito
na metodologia do presente estudo, oito amostras (44,4% das amostras PCR-positivas) foram
selecionadas para clonagem e posterior seqiienciamento. A andlise das seqiliéncias obtidas
confirmou mais de 99% de identidade tanto para M. haemofelis quanto para ‘Candidatus M.
haemominutum’ quando comparadas as seqiliéncias previamente publicadas no banco de
dados no genbank™. Tais achados corroboram aqueles obtidos por Tasker et al. (2003¢), que

30 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide&itool=toolbar
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em um estudo filogenético envolvendo diferentes isolados de hemoplasmas provenientes de
continentes distintos identificou quase 100% de identidade entre eles.

Houve uma forte associa¢do entre os resultados da PCR e SB. A técnica de SB
mostrou que 24/149 amostras apresentaram resultado positivo, confirmando os 18 resultados
PCR-positivos e revelando ainda mais seis animais positivos para hemoplasmas (p<0,001)
(Tabela 17). Houve aumento de sensibilidade na deteccdo do agente, quando combinadas as
técnicas de PCR e SB, o que havia sido descrito por Guimaraes et al. (2007) em estudo
envolvendo a ocorréncia de hemoplasmas de suinos em granjas do Sul do Brasil.

Tabela 17. Comparacgao dos resultados obtidos através dos métodos de Reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e Southern Blot/Hibridizagdo (SB) para a detec¢do de hemoplasmas
(n=149) em gatos domésticos em amostras obtidas em uma clinica exclusiva para o
atendimento de gatos domésticos na Cidade do Rio de Janeiro, RJ, de fevereiro de 2005 a
fevereiro de 2006.

— PCR n (%) - Total n (%)
Positivos Negativos
SB-Positivos n (%) 18 (12,1) 6 (4,0) 24 (16,1)
SB-Negativos n (%) 0 (0) 125 (83.9) 125 (83.9)
Total n (%) 18 (12,1%) 131 (87.,9) 149 (100)

P<0,001

Os resultados de PCR (em gel de agarose corado com brometo de etideo) estdo
confrontados com os de SB nas Figuras 1 e 2.

123 45 6 78 910111213 141516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 1. Resultados da PCR (abaixo) e Southern Blot (acima) para a deteccao de
uma porgdo do gene 16S rRNA de ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
(191 pb) entre gatos domésticos com um resultado positivo para FIV. (1):
Marcador de peso molecular 100pb; (2): Controle positivo de DNA; (3): Controle
negativo - agua; (4): Controle Negativo — DNA; (5 a 30): Amostras clinicas
testadas para ‘Candidatus M. haemominutum’ DNA entre gatos com FIV. A
figura mostra que todos os animais testados positivos na PCR, tiveram o resultado
confirmado na técnica de SB.
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Figura 2. Resultados da PCR (abaixo) e Southern Blot (acima) para a detecg¢ao de
uma porc¢ao do gene 16S rRNA de Mycoplasma haemofelis (393 pb) entre gatos
domésticos negativos para ambos FIV/FeLV. (1): Marcados de peso molecular
100pb; (2): Controle positivo de DNA; (3): Controle negativo - 4gua; (4): Controle
Negativo — DNA; (5 a 29): Amostras clinicas testadas para M. haemofelis nos gatos
negativos para FIV/FeLV; (30): Amostra clinica com resultado positivo
previamente conhecido. A figura mostra uma maior sensibilidade da técnica de SB,
pela qual foram detectados resultados positivos adicionais.

Uma vez que o SB foi utilizado para aumentar a deteccdo de qualquer produto de
hemoplasma produzido durante a PCR, e ¢ notdrio ser uma técnica de maior sensibilidade,
toda a andlise estatistica do presente trabalho foi baseada nos resultados de SB.

Conforme determinado pela amplificagio do gene GAPDH, a presenga de DNA
extraido foi confirmada para todas as 149 amostras (Figura 3). O uso de pares de
oligonucleotideos ou sondas direcionadas a uma seqii€éncia de DNA sabidamente presente em
todas as amostras testadas vem se tornando padrdo em diversos estudos (AL-SOULD;
RADSTROM, 2001; BIRKENHEUER et al., 2003; PETERS et al., 2008). Tal procedimento
confirma a presenga de DNA amplificavel na amostra eliminando assim um ponto critico da
identificagdo molecular de microrganismos, que seria traduzido por problemas durante o
processo de extracdo/purificacio do DNA a partir da amostra bruta, no caso do presente
trabalho, sangue total.

1,23/ 45 67,8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21|22 23
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Figura 3. Resultado ilustrativo da PCR direcionada para a detec¢do de uma porcao
do gene GAPDH cujo produto possui 399 pb, nas 149 amostras coletadas de gatos
domésticos. A analise do gel de agarose corado com brometo de etideo comprova a
presenca de DNA amplificdvel nas amostras utilizadas (1): Marcador de peso
molecular 100pb; (2): Controle positivo de DNA; (3): Controle negativo - dgua; (4 a
23): amostras em estudo, todas positivas para a presenca do gene em questao.

A prevaléncia de DNA de hemoplasmas em gatos FIV-positivos foi de 36% (9/25),
principalmente devido a presenga do DNA de ‘Candidatus M haemominutum’ (8/25; 32%).
Outro estudo realizado no Brasil com o mesmo protocolo de PCR utilizado no presente
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trabalho encontrou infec¢des por hemoplasmas em 56,7% dos gatos domésticos com anemia
(BAUMANN et al., 2006). Os autores encontraram uma maior ocorréncia de M. haemofelis
quando comparada com ‘Candidatus M. haemominutum’ (37,8% ¢ 10,8% respectivamente).
Uma vez que a populagdo de estudo do presente trabalho ndo foi definida pela presenca de
anemia, e também pelo fato de termos utilizado a deteccdo de DNA de hemoplasmas por SB
em complemento a PCR, uma comparacdo direta se tornou inviavel.

Uma baixa prevaléncia de DNA de hemoplasma foi observada dentre os animais com
FeLV (2/39; 5,1%), enquanto que a maior propor¢do de infec¢do por hemoplasmas foi
encontrada entre gatos duplamente positivos para FIV e FeLV (50%; 4/8). Entre os gatos do
grupo de referéncia, 11,7% foram hemoplasma-positivos. Devido ao baixo nimero de animais
duplamente positivos para os hemoplasmas testados (3/149; 2,0%) e por razdes estatisticas,
esses animais foram incluidos entre os animais positivos apenas para M. haemofelis ou
‘Candidatus M. haemominutum’. Os resultados descritivos completos para estimativas de
prevaléncia e intervalos de confianca a 95% para todos os hemoplasmas testados, M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ entre gatos testados para FIV e FeLV se
encontram detalhados na Tabela 18.

Tabela 18. Prevaléncia e intervalos de confianga (IC) a 95% para infecgdes por pelo menos
um hemoplasma, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ ¢ M. haemofelis por Southern
Blot/hibridizacdo (SB+) entre todos os animais testados para os virus da imunodeficiéncia
(FIV) e leucemia (FeLV) felinas em uma clinica exclusiva no atendimento de gatos
domésticos na Cidade do Rio de Janeiro, Brasil, de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Hemoplasmas felinos

Estado retroviral SB+ (%) IC 95%*
FIV-positivos (n=25

Hemoplasma 9/25 (36,0) [18,0 - 57,5]

Mhm' 8/25 (32,0) [15,0 - 53,5]

Mhf * 1/25 (4,0) [0,1 - 20,4]
FIV e FeLV-positivos (n=8)

Hemoplasma™ 4/8 (50,0) [15,7 - 84,3]

Mhm? 4/8 (50,0) [15,7 - 84,3]

Mhf * 1/8 (12,5) [0,3 - 52,7]
FeLV-positivos (n=39)

Hemoplasma 2/39 (5,1) [0,6 - 17,3]

Mhm? 2/39 (5,1) [0,6 - 17.3]

Mhf * 1/39 (2,6) [0,1 - 13,5]
FIV e FeLLV-negativos (n=77)

Hemoplasma 9/77 (11,7) [5,5-21,0]

Mhm? 477 (5,2) [1,4-12.8]

Mhf * 6/77 (7,8) [2,9 - 16,2]

*Intervalos de confianca a 95% exatos para Propor¢dao Binomial
Positivo para o DNA de pelo menos um hemoplasma, animais duplamente hemoplasma-
positivos contados apenas uma vez;
"«Candidatus Mycoplasma haemominutum’;
* Mycoplasma haemofelis.

No presente trabalho, a analise do esfregaco sangiiineo se mostrou uma técnica pouco
sensivel e especifica, quando comparada as moleculares. Apenas um dentre todos os animais
positivos para PCR (1/18, 5,5%) e SB (1/24; 4,2%) apresentou resultado certamente positivo
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(Figura 4) para M. haemofelis através desta técnica (p<0,001; Teste exato de Fisher),
posteriormente confirmado por PCR e SB. Outros animais foram classificados como suspeitos
apds a avaliacdo do esfregacgo, entretanto o resultado ndo se confirmou quando utilizadas
técnicas moleculares de diagnostico.

4

o

=6 pm ﬂ

Figura 4. Esfregaco sangiiineo considerado positivo para
Hemoplasma mediante a avaliacdo. Este resultado foi confirmado
por técnicas moleculares, que detectaram o DNA de M. haemofelis
na amostra. Coloragdo: Wright. 1200X.

As desvantagens do uso da avaliacdo do esfregaco sangliineo para se estabelecer o
diagnostico de infec¢des por hemoplasmas sao bem documentadas. Resultados falso-positivos
podem ocorrer devido a precipitacdo de corante na lamina, artefatos relacionados com o
processo de secagem, ponteados basofilicos, inclusdes siderociticas e infeccdo por
Cytauxzoon felis. Resultados falso-negativos podem ocorrer devido a parasitemia transitoria,
falha na observagdo do parasito durante a avaliagdo do esfregaco sangiiineo e ainda um
excesso de exposi¢cdo ao EDTA apds a coleta (HARVEY; GASKIN, 1977; ALLEMAN et al.,
1999; MESSICK, 2003; HARVEY, 2006). Estes fatores provavelmente levaram ao pequeno
numero de resultados positivos (apenas um) para hemoplasmas no presente estudo quando
avaliados apenas esfregacos sangiiineos. Tal fato mostra que o uso de técnicas de diagndstico
mais sensiveis e especificas, como utilizado neste trabalho, ¢ imperativo.

4.6.1 Fatores associados a infeccio por hemoplasmas

No presente estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa na idade dos animais
positivos e negativos para hemoplasmas, corroborando os resultados obtidos por Harvey
(2006), os quais apontaram que essas infec¢des ocorrem comumente em gatos de todas as
idades. A quase observancia de significancia estatistica provavelmente se deveu a um maior
nimero de animais positivos para hemoplasmas dentre os gatos testados FIV-positivos, grupo
este com a idade mais avancada. Os resultados das analises estatisticas da idade dos animais
em relacdo a presenca de infecgdes por hemoplasmas estdo descritos na Tabela 19.
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Tabela 19. Idade dos animais testados para a presenca do DNA de hemoplasmas
(Mycoplasma haemofelis e/ou ‘Candidatus M. haemominutum’), comparada com gatos
testados negativos para ambos os parasitos, no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Idade (anos)
Hemoplasma — - ~ = .
Média Desvio Padrao Minima Maxima p-valor*
Positivo 5,90 3,50 0,2 12,0 0,051
Negativo 4,34 3,55 0,2 14,0 GR**

*P-valores comparados ao grupo de referéncia através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
**Grupo referencial.

Os possiveis fatores e achados clinicos associados as infecgdes por M. haemofelis e/ou
‘Candidatus M. haemominutum’ foram analisados estatisticamente ao se compararem o0S
animais positivos para pelo menos um dos hemoplasmas citados (n=24) com aqueles
negativos para ambos os parasitos (n=125). A relacdo completa dos fatores e achados clinicos
analisados cujas respostas sdo categoricas, bem como o OR e IC a 95% envolvendo animais
testados positivos e negativos para a presenca de DNA de hemoplasmas felinos estd descrita
na Tabela 20.
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Tabela 20. Fatores/achados clinicos relacionados aos animais testados positivos para a
presenca de DNA de pelo menos um hemoplasma, ‘odds ratio’ (OR), intervalo de confianca
(IC) a 95% e p-valores, comparados aos animais cuja presenca do referido DNA ndo foi

observada.
FATORES/ACHADOS Hemoplasmas - n (%) ¥ o/t _
CLINICOS Positivos (n=24) __Negativos (n=125) OR 1€ 55%) p-valor

Condigao retroviral (ELISA)
FIV — Positivo 9 (37.,5) 16 (12,8) 149 NAt  Nat < 0,001
FeLV — Positivo 2(8,3) 37 (29,6) NAT  NaT
FIV/FeLV — Positivo 4(16,7) 4(3,2) NAT  Nat
FIV/FeLV — Negativo 9 (37.,5) 68 (54,4) NAat  Nat

Sexo
Macho 16 (66,7) 72 (58,1) 148 1,44 [0,58-3,68] 0,428
Fémea 8(33,3) 52 (41,9)

Condicao reprodutiva
Castrado 16 (76,92) 82 (71,3) 136 1,30 [0,44-3,80] 0,642
Nao-castrado 5(23,8) 33 (28,7)

Raca
Definida 6(27,3) 26 (21,8) 141 1,34 [0,47-3,80] 0,585
Indefinida 16 (72,7) 93 (78,2)

Historico de brigas/mordidas
Sim 11 (55,0) 21(21,2) 119 4,54 [1,70-12,40] 0,003
Nao 9 (45,0) 78 (78,8)

Transfusao de sangue
Sim 2(9,1) 43,7 129 2,58 [0,44-15,02] 0,271%
Nao 20 (90,9) 103 (96,3)

Presenca de pulgas
Sim 6 (25,0) 32 (28,6) 136 0,83 [0,30-2,30] 0,721
Nio 18 (75,0) 80 (71,4)

Acesso ao ambiente externo
Sim 14 (63,6) 30 (27,0) 133 4,73 [1,80-12,40] 0,001
Nio 8 (36,4) 81 (73,0)

Viver com outros gatos
Sim 22 (100,0) 87 (83,7) 126 Nat Nat 0,008
Nao 0(0) 17 (16,3)

Historico de vacinacao
Sim 12 (57,1) 67 (68,4) 119 0,62 [024-1,62] 0,330
Nao 9 (42,9) 31(31,6)

Anorexia
Sim 12 (50,0) 51 (44,0) 140 1,28 [0,53-3,07] 0,589
Nio 12 (50,0) 65 (56,0)

Letargia/Depressao
Sim 9 (37,5) 50 (42,7) 141 0,80 [0,33-1,99] 0,634
Nio 15 (62,5) 67 (57,3)

Mucosas palidas
Sim 9 (37.,5) 20 (17,1) 141 291 [1,12-7,57] 0,033
Nao 15 (62,5) 97 (82,9)

Ictericia
Sim 3(13,0) 11(9,2) 143 1,49 [0,38-5,81] 0,700
Néo 20 (87,0) 109 (90,8)

Taquicardia
Sim 1(4,2) 5(4,2) 142 098 [0,11-8,81] 0,987
Nio 23 (95,8) 113 (95,8)

Taquipnéia
Sim 2(8,3) 13 (91,7) 143 0,74 [0,16-3,52] 0,698
Nio 22 (10,9) 106 (89,1)

Febre (T >39.2°C)
Sim 3(12,5) 20(17,7) 137 0,66 [0,18-2,44] 0,524
Nio 21 (87,5) 93 (82,3)

T <Odds ratio’;
ntervalos de confianca a 95%;
*Teste exato de Fisher;

A —Nao aplicavel
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No presente estudo, poucos dos fatores analisados foram significativos, ao se
compararem coortes de animais positivos e negativos para a presenga de DNA de pelo menos
um dos hemoplasmas testados. Entretanto, houve uma associagdo significativa ao se analisar a
positividade para retrovirus entre os animais hemoplasma-positivos (p<0,001). Esses achados
corroboram os achados de diversos autores, que também encontraram tal associagdo (NASH;
BOBADE, 1986; GRINDEM et al., 1990; HAGIWARA et al., 1997; INOKUMA et al., 2004;
LURIA et al., 4004; SYKES et al.,, 2007a). O fato de infec¢des por retrovirus poderem
predispor o animal a infecgdes por hemoplasmas ja foi sugerido na literatura (GEORGE et al.,
2002). Entretanto, uma vez que o presente trabalho se trata de um estudo transversal, onde as
amostras foram coletadas de uma populagao ndo-controlada, ¢ impossivel atribuir uma relagao
de causalidade entre a presenga de retrovirus e infec¢cdes por hemoplasmas, sendo apenas
possivel indicar a existéncia de uma associagao.

A infeccdo por hemoplasmas se mostrou associada aos animais com historico de
brigas/mordidas (OR=4,54; p=0,003). DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ ja foi
encontrado na saliva e em glandulas salivares de gatos (DEAN et al., 2005). Ainda, Willi et
al. (2007b) identificaram DNA de ‘Candidatus M. turicensis’ na saliva ¢ fezes de animais
experimentalmente infectados. Esses achados justificariam um maior numero de animais
positivos para algum hemoplasma em decorréncia de brigas. A mesma explicagdo poderia ser
dada para uma maior ocorréncia de infec¢cdes por hemoplasmas em gatos que vivem com
outros de sua espécie (p=0,005). Isto porque uma densidade populacional elevada poderia
levar ao estresse dos animais e conseqiientes brigas. Apesar de pulgas ndo estarem associadas
as infec¢des por hemoplasmas no presente estudo, estas sdo apontadas como o principal vetor
artropode na transmissdo de hemoplasmas (HARVEY, 2006), estando associadas a presenca
destes conforme previamente descrito por diversos autores (NASH; BOBADE; 1986;
HACKETT et al, 2006). Uma maior proximidade entre os animais, provocada pela
coabitagdo, torna favoravel a transmissdo de hemoplasmas através de vetores e pode explicar
este achado. A presenca de significAncia estatistica nesses dois fatores poderia gerar
confundimento, uma vez que gatos que coabitam com outros estariam, obviamente, mais
propicios as brigas. Uma andlise estratificada dos dados, comparando os fatores ‘histdrico de
brigas/mordidas’ com ‘viver com outros gatos’ envolvendo apenas animais hemoplasma-
positivos poderia ser feita para verificar a presenca ou ndo desse problema. Entretanto, todos
os animais hemoplasma-positivos coabitavam com outros gatos, o que impediu a realizagao
do teste estatistico para verificar associacao.

Ter acesso ao ambiente externo também se constituiu em um fator associado as
infec¢des por hemoplasmas no presente estudo (OR=4,73; p=0,001), estando este achado de
acordo com diversos autores (GRINDEM et al., 1990; INOKUMA et al., 2004; WILLI et al.,
2006b; HACKETT et al., 2006; SYKES et al., 2007a). Animais ndo confinados tendem a se
envolverem em disputas territoriais e por acasalamento, o que eleva o risco de exposi¢ao ao
agente patogénico, que, conforme previamente colocado, poderia ser transmitido pela saliva e
vetores. Com o intuito de afastar qualquer confundimento, uma analise estratificada,
envolvendo animais positivos para hemoplasmas com acesso ao ambiente externo e também
com historico de brigas/mordidas foi realizada, ndo sendo encontrada associa¢do entre esses
fatores (p=0,362; Teste exato de Fisher).

Uma abordagem estatistica através de analise multivariada seria de grande valor para
esclarecer a presenga ou ndo de provaveis fatores de confundimento e deve ser pensada para
estudos futuros, que envolvam andlise de fatores associados a alguma infecgao.

A avaliagdo da coloragdo de mucosas em gatos pode ser bastante dificil. No presente
trabalho, a presenga de mucosas palidas em animais com retroviroses era facilmente
justificavel pela ocorréncia de anemia. Entretanto, ao se utilizarem coortes de animais

59



infectados ou ndo com hemoplasmas, a anemia nao mostrou associacdo com a presenga dos
parasitos, mesmo na presenca de mucosas hipocoradas. Uma vez que gatos possuem valores
de referéncia menores que outras espécies para a atribui¢ao de anemia, ¢ dada a subjetividade
da avaliacdo, este achado parece ndo apresentar importancia clinica no presente estudo.

Alguns parametros laboratoriais também foram avaliados ao se comparar coortes de
animais positivos e negativos para a presenga de infec¢gdes por hemoplasmas
(independentemente da condi¢do retroviral). Uma relagdo completa dos pardmetros e
respectivas comparagdes estatisticas esta descrita na Tabela 21.

Tabela 21. Pardmetros laboratoriais mensurados no presente estudo, de acordo com a
presenga de DNA de pelo menos um hemoplasma (Mycoplasma haemofelis e/ou ‘Candidatus
M. haemominutum’) e comparagdo destes com um grupo de referencial, composto de animais
negativos para a presenca do DNA desses parasitos. Animais testados no periodo de
fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Hemoplasma Parametro laboratorial Média  Desvio Padrao Minimo Maximo p-valor*
Positivo VG (%) 29,4 11,04 11 46 0,203
Hematimetria (x10%mm®) 5,56 2,61 0,84 9,5 0,178
Hb (g/dl) 9,6 3,70 2,5 15,0 0,268
VGM (fl.) 58,65 19,75 40,0 131,0 0,293
CHGM (%) 32,43 2,70 22,7 37,1 0,420
LG (/mm’) 10013 6682 2400 31600 0,990
Plaquetometria (/mm°) 227611 126764 40000 519000 0,843
PPT (g/dl) 8,35 1,58 6,40 12,40 0,007
Negativo VG (%) 32,45 10,05 4 53
Hematimetria (x10%mm®) 6,35 2,28 0,8 11,0
Hb (g/dl) 10,50 3,48 1,2 18,0 Grupo
VGM (fl.) 53,26 9,96 39,2 39,2 dep
CHGM (%) 32,13 2,51 24,1 40,0 Referénci
LG (/mm’) 10876 8763 1200 65000 elerencia
Plaquetometria (/mm°) 216250 120991 8000 620000
PPT (g/dl) 7,35 1,14 4,60 11,60

*P-valores comparados ao grupo de referéncia através do teste nao paramétrico de Mann-Whitney.

De todos os parametros laboratoriais analisados, apenas a concentragdo de PPT se
apresentou elevada. Tal achado nao ¢ consistente com a infec¢ao por hemoplasmas, e ocorreu
provavelmente pelo fato da maioria dos animais hemoplasma-positivos estarem no grupo de
gatos também positivos para o FIV, onde o valor médio deste parametro se mostrou elevado,
embora sem significancia estatistica. Animais com FIV podem apresentar um aumento na
concentracdo de PPT em virtude da hipergamaglobulinemia (LEVY, 2000).

Da mesma forma que foi realizado entre os animais positivos e negativos para
retrovirus, uma analise categdrica das alteragdes hematoldgicas encontradas foi efetuada
dentro de cada coorte de animais (hemoplasmas positivos x negativos), conforme apresentado
da Tabela 22.
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Tabela 22. Alteragdes hematologicas categorizadas dos animais cuja associagdo com a
presenga de DNA de pelo menos um hemoplasma (Mycoplasma haemofelis ¢/ou ‘Candidatus
M. haemominutum’) foi testada estatisticamente, comparadas com gatos testados negativos
para ambos os parasitos, no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

PARAMETRO Condi¢do Hemoplasma n (%) st o/ i
HEMATOLOGICO Positivos Negativos " OR 1€ O5%) p-valor
Anemia
Sim 8(33,3) 21 (17,1) 147 2,43 [0,92 —6,4] 0,09*
Nao 16 (66,7) 102 (82,9)
Trombocitopenia
Sim 9 (50,0) 45 (48,9) 110 1,04 [0,38 — 2,87] 0,933
Nio 9 (50,0) 47 (51,1)
Leucopenia
Sim 6 (25,0) 23 (18,7) 147 1,45 [0,59 —4,06] 0,575*
Nao 18 (75,0) 100 (81,3)
Leucocitose
Sim 2 (8,3) 13 (10,6) 147 0,77 [0,16 — 3,65] >0,999
Naio 22 (91,7) 110 (89,4)

T ¢Odds ratio’;
Intervalos de confianca a 95%;
*Teste exato de Fisher;

A anemia ¢ um achado comum em animais infectados por hemoplasmas,
principalmente M. haemofelis (HARVEY, 2006). Entretanto o presente trabalho ndo
conseguiu demonstrar essa associagdo. Diversos estudos indicam que a anemia, ou VG
reduzido, seriam fatores associados para infec¢des por hemoplasmas em gatos domésticos
(GRINDEM et al., 1990; JENSEN et al., 2001; HARRUS et al., 2002; TASKER et al., 2003a;
KEWISH et al., 2004). No presente trabalho, tanto analisando a presenga/auséncia de anemia
(variavel dicotomica), quanto o VG (varidvel continua), ndo houve relagdo entre a presenca de
infeccdo por hemoplasmas. Esses achados foram de certa forma surpreendentes, mas
corroboram um estudo realizado na Suiga, que também ndo encontrou tal relagdo (WILLI et
al., 2006b). Apesar de proporcionalmente animais positivos para hemoplasmas apresentarem
mais anemia do que os negativos, a falta de associagdo estatistica pode ser explicada pela
metodologia utilizada para a selecdo das amostras neste trabalho. Grande parte dos animais
negativos para hemoplasmas teve resultado positivo para a presenca de FIV e/ou FeLV
(conhecidos por causarem anemia), o que reduziu o VG médio deste grupo, além de aumentar
a quantidade de animais anémicos, aproximando os valores do VG dos grupos estudados.
Apesar dos outros pardmetros hematologicos estarem expostos aos mesmos vieses
previamente descritos, alteragdes nas contagens de plaquetas e leucdcitos ndo sdo achados
consistentes com infeccdes por hemoplasmas (SYKES, 2003; HARVEY, 2006). E importante
salientar que o presente estudo avaliou a presenca de anemia nos grupos tendo como resultado
a presenga ou auséncia de infec¢do por hemoplasmas. Ainda no estudo de Willi et al. (2006b),
a anemia foi encontrada quando animais duplamente infectados por hemoplasmas ou
infectados por retrovirus e hemoplasmas concorrentemente foram avaliados. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa no que concerne ao estado de infec¢cdes por hemoplasmas em
animais com ou sem retrovirus. Os mesmos autores previamente mencionados sugeriram que
o progresso da doenga retroviral seria necessario para a manifestagdo da anemia induzida por
hemoplasmas, o que ¢ uma explicacdo plausivel. A maioria dos animais infectados por
hemoplasmas no presente estudo, apresentaram DNA apenas de ‘Candidatus M.
haemominutum’ em seu sangue. Apesar de tal hemoplasma ja ter sido apontado como
causador primario de anemia (REYNOLDS; LAPPIN, 2007), o mesmo ¢ na maioria das vezes
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descrito como causador de infecgdes brandas e até mesmo inaparentes (FOLEY et al., 1998;
WESTFALL et al., 2001; GEORGE et al., 2002; HARVEY, 2006). Entretanto, ¢ possivel
supor que diferengcas na relacdo parasito-hospedeiro causadas por condigdes
geograficas/sazonais nesses estudos, bem como o estddio de infec¢do, poderiam ser
explicagdes possiveis para a falha em identificar a anemia como um fator associado a
infecgdes por hemoplasmas.

4.7 Fatores Associados a Infec¢do por Hemoplasmas em Gatos com FIV e/ou FeLV

Resultados significativos foram encontrados quando comparados os grupos de animais
FIV-positivos e ainda FIV/FeLV-positivos com o grupo de referéncia, em respeito a presenga
de pelo menos um hemoplasma e ainda infecg¢@o por ‘Candidatus M. haemominutum’. Gatos
com resultado positivo para FIV apresentavam maior risco de estarem infectados por
hemoplasmas (OR=4,25; p=0,009) e ‘Candidatus M. haemominutum’ (OR=8,59; p=0,001) do
que animais negativos para ambos os retrovirus. Adicionalmente, gatos positivos para ambos
FIV e FeLV também estavam em maior risco de serem infectados por hemoplasmas
(OR=7,56; p=0,014) e ‘Candidatus M. haemominutum’ (OR=18,25; p=0,001) do que animais
sem nenhum retrovirus. Gatos FeLV-positivos ndo mostraram aumento de risco para
infecgdes por ‘Candidatus M. haemominutum’ quando comparados ao grupo de referéncia
(p>0,05). Nao foi achada associacdo significativa ou aumento de risco em respeito a infec¢do
por M. haemofelis em nenhum dos grupos de estudo quando comparados ao grupo de
referéncia (p>0,05). As razdes de chance ou OR para infec¢des por hemoplasmas associado
com a presenca de um resultado preexistente de ELISA para FIV e/ou FeLV e os intervalos de
confianca a 95%, comparado com o grupo de referéncia (estado negativo para FIV e FeLV)
pode ser visualizado na Tabela 23.

Tabela 23: Risco (‘odds ratio’ - OR) de infec¢des por hemoplasmas (resultado) e intervalos
de confianca (IC) a 95% associados com a presenca de um estado previamente positivo por
ELISA para o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e/ou Virus da Leucemia Felina
(FeLV), comparado com gatos testados negativos para ambos os retrovirus (grupo de
referéncia), no periodo de fevereiro/2005 a fevereiro/2006.

Resultado Exposicao ‘OR’ IC a 95%* p-valor
(versus gatos de referéncia)

Hemoplasma FIV 425 [1,45-12,66] 0,009
FeLLV 0,41 [0,06 - 1,69] 0,232
FIV/FeLV 7,56 [1,55-37,56] 0,014

Mhm' FIV 8,59 [2,42 - 35,39] 0,001
FeLV 0,99 [0,13 -5,30] 0,988
FIV/FeLV 18,25 [3,32-110,85] 0,001

Mhf * FIV 0,496 [0,01 - 4,42]**  0,902%**
FeLLV 0,314 [0,01 - 2,74]**  0,500**
FIV/FeLV 1,678 [0,03 - 17,49]** >0,999**

"<Candidatus Mycoplasma haemominutum’.

*Mycoplasma haemofelis.

*Intervalos de confianca do perfil de verossimilhanca reportados e p-valores obtidos a partir
de testes de propor¢des de verossimilhanga.

*#p-valores e intervalos de confianca reportados a partir de teste exato devido ao tamanho
reduzido da amostra.
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O presente trabalho corrobora, em parte, os achados de Luria et al. (2004), que
sugerem que gatos portadores de FIV estariam mais propicios a apresentarem uma infec¢ao
por ‘Candidatus M. haemominutum’. Os resultados obtidos pelos autores citados foram
baseados em PCR, o que poderia explicar essa similaridade. Entretanto, a presenca de
anticorpos para FIV também estava associada com a presenga de M. haemofelis. Em
contraste, no presente estudo ndo foi encontrada nenhuma relacdo entre o estado para FIV
e/ou FeLV e infec¢des por este hemoplasma, e nem associagdo entre um estado FeLV-
positivo com a presenga de DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’. A populagdo utilizada
no presente estudo se constituiu de gatos domésticos, € ndo de animais errantes, o que poderia
explicar essas diferengas. Um estudo prévio realizado no Brasil ndo foi capaz de estabelecer
uma relagdo entre infec¢do por hemoplasmas e retrovirus (MENDES-DE-ALMEIDA et al.,
2004). Entretanto, a popula¢do de animais testados e o método usado para a detec¢do da
infec¢cdo por hemoplasmas foram diferentes. A populagdo amostrada no estudo de Mendes-de-
Almeida (2004) se constituiu de animais errantes, enquanto a do presente estudo foi
selecionada a partir de atendimentos clinicos de animais com indicacdo para o teste de
identificacdo de retrovirus. Apesar de nenhum desses gatos errantes ter apresentado infec¢ao
por FeLV, anticorpos para FIV foram detectados em 21%, e infec¢des por hemoplasmas
foram apontadas em 38% dos animais testados. Esses achados foram baseados em avaliagao
do esfregago sangiiineo sob microscopia Optica de imersdo, corado por técnica de
Romanowsky, embora esta metodologia apresente sensibilidade e especificidade bem
reduzidas quando comparadas as técnicas moleculares. Diversos autores também sugeriram
uma associagdo significativa entre infec¢des por FeLV e hemoplasmas por meio de avaliagao
do esfregago sangiiineo como forma de diagnostico para infec¢do pelo parasito (GRINDEM et
al., 1990; NASH; BOBADE, 1986; BOBADE et al., 1988; HARRUS et al., 2002).

A raca foi o tnico dos fatores associados que pareceu contribuir com uma infecgao por
hemoplasmas entre gatos positivos para retrovirus, quando comparados ao grupo de
referéncia. No modelo de regressao logistica prevendo infecgdes por hemoplasmas de acordo
com a raga (definida ou indefinida), estado retroviral (FIV-positivo, FIV/FeLV-negativos), € a
interagdo; o termo interacdo foi estatisticamente significativo (p=0,019). Entre os gatos com
raca definida, animais FIV-positivos estavam em maior risco de serem infectados com pelo
menos um hemoplasma (OR=45,0; IC 95%=4,6 — 116,8; p=0,001). Dentre os animais SRD,
um resultado FIV-positivo ndo estava associado a infec¢des por hemoplasmas (p=0,759). Nao
foi achada associa¢do quando se avaliou a raga e o resultado (conseqiiéncia) ‘Candidatus M.
haemominutum’. Esses achados contrastam com outros estudos, os quais comunicaram que
animais SRD estariam em maior risco para uma infecgdo por hemoplasmas (HAYES;
PRIESTES, 1973; TASKER et al., 2004). Uma possibilidade para esses achados ¢ que
animais SRD, mesmo aqueles com anticorpos para FIV, seriam mais resistentes as infecgdes
por hemoplasmas. Por outro lado, a criacdo intensiva de gatos de raga definida, assim como
caes criados em canis comerciais, pode levar a um aumento da prevaléncia de infec¢des por
hemoplasmas nesta populacdo (KEMMING et al., 2004a).

Devido ao niimero reduzido de resultados/conseqiiéncias positivos para M. haemofelis,
a analise de fatores associados relacionados com este parasito ndo pdde ser realizada.
Ademais, ndo havia resultados positivos suficientes para ambos os hemoplasmas para se
executar o modelo de regressdo logistica para fatores associados entre os animais FeLV-
positivos.

Recentemente, uma terceira espécie de hemoplasma — ‘Candidatus M. turicensis’ — foi
descrita por Willi et al. (2005) e encontrada no Brasil entre felinos selvagens da fauna local
mantidos em cativeiro (WILLI et al., 2007). Entretanto, no momento da realizagdo deste
trabalho, o laboratério ndo estava equipado para realizar testes que identificassem este
parasito.

63



O uso das técnicas de Western blotting (LUTZ et al., 1988; EGBERINK et al., 1992) e
de imunofluorescéncia direta (HARDY Jr. et al.,, 1973) como os testes-padrdo para se
confirmar as infecgdes por FIV e FeLV respectivamente, é restrito apenas a alguns
laboratérios de pesquisa no Brasil. Esses testes sdo caros e ndo fornecem um resultado
imediato, freqlientemente necessario para a decisdo de procedimentos clinicos a serem
realizados. Um trabalho recente comparando resultados de ELISA e PCR para a detecg¢do de
infec¢cdo por retrovirus em gatos, confirmou a confiabilidade deste primeiro teste (ARJONA
et al., 2007). Desta forma, os resultados do presente trabalho fornecem uma reflexdo precisa
das infec¢des por hemoplasmas em gatos previamente infectados por retrovirus. O constante
aumento do nimero de gatos como animal de companhia e o grande nimero de doencas
infecciosas diagnosticadas entre os animais domésticos no Brasil e outras areas tropicais
fornecerdo uma rica fonte de material para estudos subseqiientes.
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5 CONCLUSOES

Mesmo para uma populag@o convenientemente selecionada, a prevaléncia de infecg¢des
por FIV e FeLV ¢ alta. Este fato reflete um carater endémico dos virus na populacao testada e,
provavelmente, na Cidade do Rio de Janeiro.

A presenga de infec¢des por hemoplasmas felinos, por meio de ‘Candidatus M.
haemominutum’, esteve associada a infec¢do por FIV e a dupla infec¢do por FIV e FelLV.
Embora ndo seja viavel atribuir uma relacdo causa-efeito, uma vez que nao ha conhecimento
da seqiiéncia temporal das infecgdes, existe uma interacdo entre retrovirus felinos e
hemoplasmas.

Um contato estreito ¢ necessario para a transmissdo dos hemoplasmas entre os gatos
domésticos, assim, em virtude da associacdo dos mesmos com os retrovirus, um cuidado
profilatico adicional deve ser tomado na presenca de uma das infecgdes.

Gatos com raga definida e infectados pelo FIV apresentam maior risco de infec¢ao por
pelo menos um hemoplasma.

O diagnostico de hemoplasmas felinos através de técnicas moleculares permite inferir
que essas infecg¢des sdo prevalecentes na Cidade do Rio de Janeiro.

A técnica de Southern Blotting, seguida de hibridizagao com sondas especificas ¢ mais
sensivel do que a PCR realizada de forma isolada, sendo complementar para o diagnostico dos
hemoplasmas felinos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Antes de generalizar os resultados deste ou de qualquer outro estudo, deve-se
considerar as validades externa e interna dos dados obtidos (SUKURA et al., 1992). A
validade externa se apresenta de duas formas distintas nos resultados (extrapolacdo dos
mesmos para populagdes semelhantes a utilizada no estudo ou ainda para outras populacdes),
enquanto a validade interna se refere ao grau em que as conclusdes de um estudo sdo corretas
para a amostragem de individuos investigados (PEREIRA, 1995). Acredita-se que o presente
estudo possua ambas as validades, uma vez que os resultados obtidos sdo provavelmente
extrapolaveis para uma populacdo semelhante (gatos atendidos em clinicas com indicac¢do de
teste para FIV/FeLV) e também pelo fato de terem sido tomados diversos cuidados durante a
realizacdo do mesmo a fim de evitar erros técnicos que influenciassem a validade interna.
Ainda em relagdo a validade interna, foram observados detalhes inerentes ao estudo, como a
comparabilidade dos grupos estudados, precisdo da técnica de diagnostico utilizada e
relevancia dos fatores empregados, além de um controle de varidveis que poderiam dificultar
a interpretagdo dos dados obtidos. Procurou-se também evitar a0 maximo os vieses no
presente estudo, uma vez que os mesmos sao praticamente inerentes a estudos cuja populagio
¢ selecionada por conveniéncia. Assim, houve um delineamento claro para a selecdo de
participantes (todos os animais testados para FIV/FeLV em uma determinada Clinica durante
um periodo fechado); evitaram-se vieses de aferi¢do através do preparo de uma ficha de
entrevistas cujas respostas eram diretas e categdricas, podendo ser aplicadas por diferentes
Clinicos sem influéncia nos resultados; e, mesmo varidveis que poderiam gerar vieses de
confundimento, na impossibilidade de serem analisadas através de um modelo multivariado, o
foram de forma estratificada entre si para aferir a presenga desse tipo de viés.

Os gatos estudados no presente trabalho ndo constituiram uma amostra representativa
da populagdo dos mesmos na Cidade do Rio de Janeiro, e nem da Clinica em questdo. Assim,
os resultados aqui apresentados provavelmente superestimam tanto a prevaléncia de infecgdes
por retrovirus em uma popula¢do, quanto a de hemoplasmas entre animais com FIV e/ou
FeLV. Entretanto, acredita-se que estes representem bem uma populacao de animais atendidos
em clinicas e com indicag¢do para o teste de FIV/FeLV, conforme colocado anteriormente.
Desta forma, este trabalho torna-se util quando observado apenas essa coorte. A populacao do
presente estudo foi convenientemente selecionada entre animais encaminhados a uma clinica
veterindria, o que pode consistir em um primeiro fator de confundimento, pois a maioria dos
gatos no Brasil ndo recebe esse tipo de cuidado. Ademais, os gatos foram testados com base
em algum motivo clinico, que poderia variar de ‘animal suspeito’ até profilaxia para a
introdu¢do de um novo animal no recinto. No presente estudo, a maioria dos animais
retrovirus-positivos foi testada por alguma motivacao clinica, portanto as chances de se achar
retroviroses, bem como doengas associadas as mesmas seriam mais elevadas.

Apesar de haver diversas razdes bem conhecidas pelas quais dados obtidos de clinicas
dificilmente constituem uma amostra representativa da populagdo, ndo ha estudos que fizeram
uso de uma amostragem aleatoria da populagdo geral de gatos. Assim, sem um registro geral
de animais e com recursos econdomicos escassos para estudos epidemioldgicos em animais de
companhia, 0s mesmos precisam utilizar algum tipo de amostragem por conveniéncia
(SUKURA, 1992). No trabalho previamente citado, Sukura et al. (1992) fizeram uma
abordagem completa sobre este tipo de amostragem, sendo a consulta do mesmo bem
interessante.

Fatores associados a infec¢do por retrovirus incluem um contato direto entre os
animais. Assim, a melhor forma de controle das infec¢des € testar novos gatos admitidos no
recinto e evitar que animais sabidamente positivos tenham contato com outros livres de
infecgdes. Ademais, ¢ provavel que com mais animais e, principalmente, mais resultados
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positivos para hemoplasmas, as analises encontrassem mais fatores associados as infecgdes.
Isto porque muitos dos achados da literatura ndo foram corroborados no presente trabalho,
como por exemplo, a presenca de anemia mais acentuada em animais coinfectados com
retrovirus e hemoplasmas.

A falta de parte dos dados relativos a varios animais impossibilitou uma analise
multivariada para averiguacao dos fatores associados a infeccao por retrovirus e também por
hemoplasmas na presenca destes. Este tipo de andlise permite verificar a participacdo dos
provaveis fatores associados a infeccdo (desfecho) de forma simultinea, eliminando assim
possiveis confundimentos comumente presentes em analises estatisticas convencionais.
Ademais, um nimero reduzido de animais apresentou infec¢des concomitantes por FIV e
FeLV, o que gerou dificuldade na interpretacdo dos resultados obtidos. Um estudo com mais
amostras duplamente infectadas por FIV e FeLV poderia elucidar o grau das alteracdes
clinico-laboratoriais encontradas nesses animais, em comparagdo com gatos infectados por
apenas um retrovirus e negativos. Entretanto, o modelo de regressdo logistica pode ser
aplicado, mesmo que de forma limitada, fato que confere maior for¢ca aos resultados aqui
apresentados, no que concerne a relacdo entre as retroviroses felinas e infec¢des por
hemoplasmas.

Durante o curso deste trabalho uma nova espécie de hemoplasma foi identificada em
gatos domésticos. Sendo assim, a realizacdo de técnicas moleculares para a deteccdo desse
novo parasito nos animais do presente estudo seria de grande valia para um melhor
entendimento das relagdes entre os proprios hemoplasmas e infec¢des por FIV e/ou FeLV

As crescentes prevaléncias de FIV e FeLV devem ser abordadas com atencdo, visto
que as medidas profilaticas tomadas se mostram insuficientes. Em conjunto, uma maior
predisposicdo a infecgdes secundérias e oportunistas coloca o animal como possivel vetor
e/ou reservatdrio de zoonoses, o que constitui um problema de saude publica. Desta forma, ¢
papel do Médico Veterinario, como agente multiplicador de conhecimento e promotor da
saude, o zelar pelo bem-estar de seus pacientes, bem como estar ciente de sua importancia
como agente promotor de satide da populagdo como um todo.

E importante salientar que o Clinico deve estar atento aos vérios fatores que podem
influenciar a habilidade discriminatoria geral dos testes, com o intuito de serem evitados erros
de diagndstico. Desta forma, se um teste apresentar baixa sensibilidade, os Clinicos precisam
encontrar outras maneiras de descartar ou confirmar um diagnoéstico diferencial particular. No
caso de baixa especificidade, ¢ crucial que o Médico Veterinario faga relagdes clinico-
patoldgicas e coloquem toda a informagdo sobre o caso em debate para assim chegar a uma
interpretacdo final (HILL, 2005). Outrossim, a grande maioria dos clinicos do Brasil nao
dispde de acesso as técnicas moleculares de diagndstico. Em virtude das baixas sensibilidade
e especificidade da andlise do esfregago sangiiineo para este fim, ¢ necessario um exame
clinico completo do animal, bem como o conhecimento profundo dos sintomas e alteragdes
laboratoriais causadas pelos hemoplasmas, de forma isolada ou associada com os retrovirus
felinos. Uma forma de aumentar a eficicia da avaliagdo do esfregagco como método de
diagnéstico, seria a coleta de sangue periférico em mais de um momento durante 24 horas, em
virtude dos episodios parasitémicos ciclicos. Assim, aumentariam as chances de visualizacao
do parasito, e com isso o estabelecimento de um diagnoéstico definitivo.

Por fim, ¢ imperativo que estudos epidemiologicos acerca de doencas infecciosas dos
animais domésticos do Brasil sejam publicados em periddicos indexados e, portanto,
acessiveis. Os pesquisadores devem se conscientizar da importancia desses resultados e ndo se
restringir a comunicados em Encontros ou Congressos, visto que os trabalhos ali apresentados
jamais serdo indexados por bases de dados, tornando o acesso da comunidade cientifica aos
mesmos limitado.
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ANEXOS

Termo de autorizacdo apresentado aos proprietarios dos animais visando a autorizagdo
para a inclusdo destes no estudo.

Ficha de entrevista com os proprietarios, bem como orienta¢des para o Clinico acerca
da coleta de material e apresentacao dos resultados do hemograma .
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Anexo A - Termo de autorizacio apresentado aos proprietarios dos animais visando
autorizacio para a inclusio destes no estudo.

a

TERMO DE AUTORIZACAO

Eu,
autorizo por meio deste documento a coleta de sangue, do(s) animal(ais)

de minha propriedade,
para fins de pesquisa na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, bem
como informo estar ciente do anonimato das informacdes referentes a minha
identidade na divulgacéo dos resultados do presente estudo.

Rio de Janeiro, / /

Assinatura do(a) proprietario(a) do(s) animal(is)
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Anexo B - Ficha de entrevista com os proprietarios, bem como orientacdes para o clinico
acerca da coleta de material e apresentacio dos resultados do hemograma (continua).

REGISTRO: -
UNIVERSIDADE FEDERAL RURALADO RIO DE JANE[RO
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
Daniel de Barros Macieira
FIV: o Positivo; o0 Negativo. FeLV: o Positivo; o Negativo.
Nome do animal: Sexo: Data:
Idade: Raga: Castrado? o Sim; o Nao.
Endereco:
Bairro: Cidade: CEP:

1- O animal apresenta histérico de brigas? o Sim; o Nao.

2- O animal foi mordido ou mordeu outro(a) gato(a)? o Sim; o Nao.

3- O animal ja recebeu alguma transfusio de sangue ou derivados em sua vida até o momento
da coleta para o presente estudo? o Sim; 0 Nao.

4- Presenca de ectoparasitos?

o Pulgas O Miiase

o Carrapatos o Sarna / Acaros

o Piolhos o Lynxacarus radovsky
o Outros:

5- O animal mora em: o Casa; O Apartamento.

6- O animal tem acesso a rua? o Sim; o Nao.

7- O animal vive com outros gatos? o Sim (01-3; 0 4-6; o 7-9; o > 10); o Nao.
8- O animal é vacinado? o Sim; o Nao.

SINAIS CLINICOS

1- Anorexia: o Sim; o Nao.
2- Letargia / Depressdo: o Sim; 0 Nao.
3- Mucosas palidas: o Sim; o0 Nao.
4- Ictericia: o Sim; o Nao.
5- Taquipnéia: o Sim; o Nao.
6- Taquicardia: o Sim; o Nao.
7- Febre: o Sim; o Nao.
a. Alta (T >40°C)
b. Moderada (39,6 < T <40°C)
c. Baixa (39,2 <T <39,5°C)

DIAGNOSTICOS JA EFETUADOS NO ANIMAL E DEMAIS OBSERVACOES
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Anexo B. Continuacao

COLETA DE MATERIAL

1- Esfregaco de ponta de orelha ndo-corado (1 unidade): o Sim; o Nao.
2- Esfregacos convencionais ndao-corados (2 unidades): o Sim; o Nao.
3- Separacao de material (favor colocar o sangue utilizado para o hemograma
na geladeira, separados da seguinte forma).
a. FIV positivo
b. FeLV positivo
c. Negativo
4- Separagdo do plasma (favor deixar o plasma utilizado para o exame de
FIV/FeLV separado da mesma forma que o item anterior)

RESULTADOS HEMOGRAMA:

Valor Unidade
Hematimetria: x 10° /ul
Hemoglobina: g%
Volume globular: %
VGM: Fl
CHbGM: %
Plaquetas: /ul
Reticulocitos: %
Metarrubricitos: %
Policromasia:
Anisocitose:
Fibrinogénio
PPT (g/dl)
Leucometria global: /ul.
Leucometria especifica Relativa (%) Absoluta (/ul)

Basofilos

Eosinofilos

Mielbcitos

Metamielécitos
Bastoes
Segmentados
Linfocitos
Mondcitos
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