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RESUMO

Micoplasmas hemotrépicos compreendem um grupo de bactérias que podem causar
anemia hemolitica e diversas doencas crénicas em animais. Em felinos trés espécies
infectantes de hemoplasmas sdo relatadas: Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus M.
haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’, sendo o primeiro considerado mais
patogénico, enquanto que os caninos sdo normalmente infectados por pelo menos duas
espécies de micoplasmas: M. haemocanis e ‘Candidatus M. haematoparvum’. Com o
objetivo de avaliar a ocorréncia de micoplasmas hemotropicos em populacdo canina e
felina da cidade de Belém, Estado do Para, foi analisado atraves de PCR o material
genético oriundo de 299 amostras sanguineas de animais domiciliados e errantes. Em
8,03% (24/299) das amostras foi amplificado o DNA de micoplasmas hemotropicos,
sendo 1,78% (3/169) de cdes e 16,15% (21/130) de gatos infectados. Entre os felinos as
maiores taxas de infec¢do foram encontradas nos animais domiciliados 22,86% (16/70)
e em animais machos 29,51% (18/61), sendo a espécie ‘Candidatus M. haemominutum’
8,46% (11/130) a de maior ocorréncia quando comparada a espécie M. haemofelis
6,92% (9/130). A infeccdo em caninos foi observada somente no grupo de animais
errantes, sendo o ‘Candidatus M. haematoparvum’ a unica espécie identificada com
taxa de 1,78% (3/169). Foi possivel avaliar que micoplasmas hemotrdpicos circulam nas
duas espécies estudadas, felinos domiciliados e machos formaram o grupo com maior
risco para a infeccdo e que o bioagente ‘Candidatus M. haematoparvum’ parece ser o

Unico em circulacdo na populagdo canina.

Palavras-chave: Mycoplasma sp. Hemoplasmas. Reacdo em Cadeia da Polimerase.

Felinos. Caninos.



ABSTRACT

Hemotrophic mycoplasmas comprise a group of bacteria that can cause hemolytic
anemia and several chronic diseases in animals. In cats three infecting species of
hemoplasmas are reported: M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ and
‘Candidatus M. turicensis’, the first being considered the most pathogenic, whereas the
dogs are normally infected by at least two mycoplasma species M. haemocanis and
‘Candidatus M. haematoparvum’. In order to assess the occurrence of hemotrophic
mycoplasmas in feline and canine populations of Belém city were analyzed, by PCR,
the genetic material from blood samples of 299 domiciled and stray animals. In 8.03%
(24/299) of DNA samples of hemotrophic mycoplasmas was amplified, 1.78 % (3 /169)
from infected dogs and 16.15% (21 /130) from infected cats. Among the cats the highest
rates of infection were found in domiciled animals 22.86% (16/70) and in males 29.51%
(18/61), the species ‘Candidatus M. haemominutum’ 8.46 % (11/130) get the higher
incidence when compared to species Mycoplasma haemofelis 6.92 % (9/130). The
infection in dogs was only identified among stray animals, with the ‘Candidatus M.
haematoparvum’ being the only species identified with a rate of 1.78 % (3/169). It was
possible to assess that hemotrophic mycoplasmas circulate in both species in the present
report, domiciled felines and males formed the group at highest risk for infection and
the agent ‘Candidatus M. haematoparvum’ seems to be the only one in circulation in the

canine population.

Keywords: Mycoplasma sp. Hemoplasma. Polymerase Chain Reaction. Felines.

Canines.
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1 INTRODUCAO

Hemoparasitoses compreendem o conjunto de doengas, de ordem parasitaria ou
bacteriana, transmitidas por vetores com grande importancia na Medicina Veterinaria,
acometendo ndo somente caes e gatos domeésticos, mas diversas outras espécies animais
(STANNECK, 2006; MUNDIM et al., 2008).

Estdo representadas por uma grande variabilidade de agentes que possuem
carater global sendo veiculados principalmente através da picada de vetores artrépodes,
dos quais se destacam: carrapatos, pulgas e mosquitos; que além de atuarem na
transmissao, participam do ciclo biolégico de algumas dessas doencas (PAROLA et al.,
2005a; PAROLA et al., 2005b; BEUGNET; MARIE, 2009).

A distribuicdo dessas enfermidades transmitidas por vetores resulta ndo somente
no transporte de animais domésticos, como também a maior dispersdo de agentes e
vetores em consequéncia das alteragfes climéticas globais além do uso desenfreado de
farmacos sem o correto estabelecimento profilatico e/ou diagndstico contribuindo para o
aumento da resisténcia ao tratamento e controle das hemoparasitoses (SHAW et al.,
2001; OTRANTO et al., 2009; CAPRARIIS et al., 2011; CAEIRQS, 2012).

Dentre os hemoparasitos mais estudados nos animais de companhia destacam-se
0s pertencentes aos géneros Ehrlichia, Anaplasma, Babesia, Hepatozoon e
Mycoplasma, cujas manifestacdes clinicas podem variar desde imperceptiveis até
quadros clinicos graves, sendo letais em alguns casos.

As hemoparasitoses tém sido identificadas como causas crescentes de morbidade
e mortalidade de animais e, em alguns paises, inclusive do homem (LABRUNA;
PEREIRA, 2001). Aliado a esse fator, o contato cada vez maior com os hospedeiros
reservatorios (cées e gatos) de varios hemoparasitos zoondticos contribui para que as
questdes relativas a satde coletiva sejam cada vez mais estudadas (SHAW et al., 2001;
CAEIROS, 2012).

Existem poucos relatos acerca da distribuicdo dos hemoplasmas em animais
domésticos e os existentes, em geral, sdo reportados nas espécies de ocorréncia natural
em felinos. Na regido norte somente um trabalho com hemoplasmas foi realizado
utilizando apenas felinos (ARAGAO DE SOUSA et al., 2013), logo os dados ndo s&o
suficientes para determinar a prevaléncia, fatores de risco ou o potencial patogénico das

espécies de micoplasmas circulantes no Para.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de micoplasmas hemotropicos em populagéo canina e felina

da cidade de Belém, Estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar e identificar a(s) linhagem(s) de Mycoplasma sp. predominante(s)
na area de estudo;

- Identificar grupos de risco para a infec¢do por Mycoplasma sp.;

- Caracterizar as relacOes filogenéticas da(s) linhagem(s) na area de estudo em
comparagao com taxons de outras regides mundiais;

- Avaliar se a presenca de Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia canis nas

amostras, atua como fator de risco para a infec¢do por hemoplasmas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MICOPLASMAS HEMOTROPICOS

3.1.1 Histérico e Taxonomia

Micoplasmas hemotrdpicos, também denominados hemoplasmas, compreendem
um grupo de bactérias que podem causar anemia hemolitica e diversas doencas cronicas
em animais vertebrados (MESSICK, 2004).

A infeccdo natural pelo agente causal da Anemia Infecciosa Felina (AIF) foi
descrita inicialmente no Estado do Colorado, EUA em um felino doméstico que se
apresentava debilitado, anoréxico e com sintomas de anemia acentuada. Flint e Moss
(1953) encontraram organismos aderidos a superficie eritrocitaria, semelhantes aos do
género Haemobartonella e Eperythrozoon. Posteriormente, Flint e McKelvie (1955),
apos reproducdo experimental da doenca em gatos higidos, propuseram para 0 agente a
classificacdo de Haemobartonella felis.

Em virtude de suas caracteristicas microbiolégicas como a auséncia de
membrana externa e flagelo, associadas a transmissdo por vetores artropodes e
incapacidade de cultivo, os géneros Haemobartonella e Eperythrozoon foram
taxonomicamente agrupados no Reino Procariota, Filo Proteobacteria, Classe
Alphaproteobacteria, Ordem Rickettsiales e na Familia Anaplasmataceae, assim como
organismos do género Anaplasma sp., que compartilham caracteristicas microbioldgicas
semelhantes (RISTIC; KREIER, 1984).

Utilizando esfregacos sanguineos foi observado a presenca desses
microoganismos aderidos a membrana eritrocitaria, sendo classificados de acordo com a
forma, sendo a anelar mais comum para o género Eperythrozoon sp. e de acordo com a
localizagdo no plasma sanguineo, onde os classificados como Haemobartonella sp.
raramente circulam no plasma diferente dos classificados como Eperythrozoon sp. que
ocorrem de maneira equivalente no plasma e aderidos a eritrécitos (DEMAREE;
NESSMITH, 1972; RISTIC; KREIER, 1984).

Ap0s o desenvolvimento da engenharia genética, a partir da analise do gene 16S
rRNA, foi possivel perceber que o género Haemobartonella e a espécie Eperythrozoon

suis possuiam 79 a 83% de similaridade genética com organismos classificados como
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Mycoplasma sp., e apenas 72 a 75% com o Anaplasma marginale (RIKIHISA et al.,
1997).

Neimark et al. (2001) em estudo semelhante, propuseram que as espécies
descritas como Haemobartonella sp. e Eperythrozoon sp. fossem reclassificadas,
passando entdo a integrar a classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales e familia
Mycoplasmataceae. As espécies transferidas adotaram o0s nomes: ‘Candidatus
Mycoplasma haemofelis’ (H. felis), ‘Candidatus Mycoplasma haemomuris’ (H. muris),
Mycoplasma suis (E. suis), ‘Candidatus Mycoplasma wenyonii’ (H. wenyonii)
(NEIMARK et al., 2001; NEIMARK et al., 2002).

Em relato de Neimark et al. (2002) a terminologia ‘Candidatus’ utilizada para
novos e ainda ndo descritos taxons, foi retirada das espécies previamente conhecidas
sendo adotada a nomenclatura: M. haemofelis, M. haemomuris e M. wenyonii. A
terminologia foi entdo adotada para classificar uma nova variante da espécie
anteriormente descrita como H. felis, cepas Califérnia e Birmingham, que receberam a
denominacdo ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (FOLEY; PEDERSEN, 2001).

3.1.2 Agente Etioldgico

Micoplasmas hemotropicos, sdo bactérias gram negativas, pleomérficas, ndo
cultivaveis, com parede celular delgada ou ausente e que infectam a superficie
eritrocitaria de uma ampla gama de hospedeiros vertebrados, incluindo o homem
(MESSICK, 2004; SYKES et al., 2005; MAGGI et al., 2013).

Apesar da mudanga taxondmica, esses microorganismos sao nomeados com 0
prefixo “haemo” uma vez que possuem intima relagdo com a superficie de células
vermelhas do sangue (NEIMARK et al., 2002; MESSICK, 2004).

Os microorganismos sdo relativamente pequenos, 0,3 a 3 um de diametro,
anucleados, em formato discéide (Figura 1) ou anelar, em pares ou em cadeias e que
possuem pequenos granulos e estruturas filamentosas distribuidas no citosol
(MESSICK, 2004; MESSICK; HARVEY, 2012). Como ndo penetram na superficie
celular s3o encontrados em pequenas depressdes ‘conectados’ a celular hospedeira
através de pequenas fibrilas (Figura 2) que se projetam do parasito (MESSICK, 2004).

Em funcédo de seu tamanho reduzido Barker et al. (2011) atestam que 0 genoma
de microorganismos do género Mycoplasma varia de 745 kb para M. suis até 1245 kb
em M. haemofelis. Messick et al. (2011) demonstram que essas espécies apresentam
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genoma reduzido para rotas metabolicas e adaptacdo sanguinea, logo, podem causar
doenca através da remocao de nutrientes da célula parasitada diminuido sua meia-vida.
Segundo Kirchhoff et al. (1984) e Razin (1992), micoplasmas patogénicos
possuem apéndices contendo uma organela especializada na aderéncia a célula
hospedeira, adotando um modo de vida parasitario. Hemoplasmas néo sdo encontrados
em vida livre, por isso necessitam da célula hospedeira, para garantir nutrientes

essenciais para a manutencéo da infecgdo (MESSICK, 2004).

Figura 1 - (a,b) Microscopia eletronica de varredura de hemacias coletadas do sangue de um
gato apos 10 dias de infecgdo experimental por M. haemofelis. Os organismos apresentam
formato discoide, medindo aproximadamente 0,5 um, e estdo aderidos a superficie eritrocitaria.
Um organismo em fiss@o binaria é observado (seta). Barras representam 1 pm.

Fonte: WILLI et al., 2011.

Figura 2 - (a) Microscopia eletronica de varredura evidenciando a presenca de uma cadeia de
hemoplasmas na superficie de um eritrocito de carneiro. Notar a presenca de fibrilas conectando
a bactéria a membrana da célula hospedeira (seta). Barra representa 0,5 um. (b) Microscopia
eletronica de transmissdo evidenciando a presenca de M. haemofelis dentro de depressdo na
superficie eritrocitaria (seta) ap6s 10 dias de infeccdo experimental em um gato. Barra
representa 1 pm.

Fonte: (a) NEIMARK et ‘aI., 2004; (b) WILLI et al., 2011.
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3.1.3 Transmissao

A transmissdo da micoplasmose ocorre principalmente através de vetores
hematofagos. Estudos demonstraram que artrépodes infectados podem transmitir
experimentalmente a doenca, dentre eles destaca-se a pulga (Ctenocephalides felis) para
os felinos e o carrapato marrom do cdo (Rhipicephalus sanguineus) para os caninos
(SENEVIRATNA et al., 1973; LAPPIN et al., 2003; WOODS et al., 2005).

Outras pesquisas sugerem que micoplasmas possam ser transmitidos por outros
artropodes hematofagos tais como piolhos da espécie Polyplax serrata e P. spinulosa,
mosquitos da espécie Aedes aegypti e moscas do género Stomoxys (PRULLAGE et al.,
1993; MESSICK, 2003; WOODS et al., 2005; BIONDO et al., 2009)

Estudos moleculares demonstraram que o DNA (Acido Desoxirribonucleico) de
M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ foi detectado em pulgas adultas, ovos
e até fezes de gatos, porém em cdes o papel da C. felis na transmissdo de hemoplasmas
ainda ndo esta totalmente elucidado (WOODS et al., 2005; HORNOK et al., 2010).

Pesquisa conduzida por Lappin et al. (2003) demonstraram que a pulga infectada
por M. haemofelis pode transmitir o microorganismo para um felino susceptivel, porém
0 mecanismo e/ou condi¢fes necessarias para a transmissdo ndo sdo conclusivas. A
tentativa de transmisséo a gatos sadios a partir de pulgas infectadas mostrou que apenas
um de seis animais estudados foi positivo para M. haemofelis mesmo que assintomatico
(WOODS et al., 2006).

‘Candidatus M. turicensis’ e ‘Candidatus M. haemominutum’ ja foram
identificados, através de técnicas moleculares na saliva e glandulas salivares de gatos
infectados experimentalmente, o que sugere que lambeduras ou até mesmo a ocorréncia
de brigas entre animais pode facilitar a transmissdo da doenca, porém, como a carga
parasitaria na saliva é baixa, a interacdo entre os animais deve ser agressiva para
permitir a infeccdo (WILLI et al., 2007; DEAN et al., 2008).

A transmissdo iatrogénica ja foi sugerida em um canino por Sykes et al., (2004).
Assim, devido a possibilidade de transmisséo de doenca a animais receptores de sangue
o American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) determinou, dentre
diversos testes a identificacdo de M. haemocanis em cédes doadores, uma vez que esses

podem ndo apresentar evidéncia clinica da doenca (WARDRORP et al., 2005).
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A transmissao vertical de M. haemofelis € possivel, no entanto é infrequente,
desconhecendo se a transmissao ocorre intrauterina, durante o parto e/ou no aleitamento
(TASKER, 2006a).

O potencial zoondtico dos hemoplasmas ja foi relatado a partir da identificacao
do DNA do parasita em humanos, porém a via de transmissdo que propicia tais
infeccOes ndo estd completamente elucidada (DOS SANTOS et al. 2008; MAGGI et al.,
2013).

3.1.4 Fatores de Risco

Varios fatores de risco estéo relacionados com a infecgdo por microorganismos
do género Mycoplasma, dentre os quais se destaca: sexo, idade e estado imune, presenca
de animais contaminantes, ectoparasitos além de estresse e co-infec¢oes (GRINDEM et
al., 1990; TASKER et al., 2003).

Pesquisas relatam que animais jovens séo mais acometidos (SYKES et al., 2008;
NOVACCO et al., 2010) outras, que animais adultos sdao mais predispostos (TASKER
et al., 2003; BAUER et al., 2008). Kenny et al. (2004) e Wengi et al. (2008 no entanto,
ressaltam que a idade e a raga parecem ndo exercer risco para a infec¢do. Quanto ao
sexo, autores referem que em felinos, os machos sdo mais frequentemente acometidos
(TASKER et al., 2003; LURIA et al., 2004; WILLI et al., 2006b; SYKES et al., 2008).

Em animais domésticos a co-infeccdo e o estado imune parecem exercer
importdncia na infeccdo hemotrépica (TASKER, 2006a).  Co-infecgdes com
retroviroses ja foram descritas no Brasil em felinos domésticos (BORTOLI et al., 2012)
e selvagens (RIVETTI JUNIOR, 2006), enquanto que em cies domésticos, Trapp et al.
(2006) e Ramos et al. (2010) observaram co-infeccdo com Babesia guibsoni e

Hepatozoon canis, respectivamente.
3.1.5 Patogenia e Sinais Clinicos
3.1.5.1 Doenca Aguda
A sintomatologia da doenca aguda em animais domesticos é alvo de varias

pesquisas na medicina veterindria. Em gatos a fase aguda esta relacionada

principalmente a infeccdo por M. haemofelis, associada com massiva parasitemia
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eritrocitaria relacionada com a intensa anemia hemolitica (MESSICK, 2004; SANTOS,
2008). Pesquisas envolvendo animais infectados natural e experimentalmente incluem
como sintomas: febre, letargia, anorexia, esplenomegalia e ictericia (TASKER et al.,
2003; MESSICK, 2004).

A infec¢do por ‘Candidatus M. haemominutum’ produz pouca ou nenhuma
sintomatologia, normalmente ndo associada com a letalidade em gatos domésticos
(FOLEY; PEDERSEN, 2001; MESSICK, 2004). O potencial patogénico desta espécie
assim como do ‘Candidatus M. turicensis’ depende, segundo Willi et al. (2007) e Hora
(2008) das condigcdes de imunossupressdao ou co-infeccdo com outra espécie de
hemoplasmas ou até mesmo outro agente patogénico.

A anemia induzida pela infeccdo hemotrépica € do tipo regenerativa e
macrocitica exibindo ainda policromasia, anisocitose, além de reticulocitose (FOLEY et
al.,, 1998; TASKER; LAPPIN, 2006). Alguns animais podem desenvolver anemia
hemolitica imunomediada, caracterizada pela hemdlise intravascular e consequente
hemoglobindria (FIGHERA, 2001).

Os principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento da anemia em
animais infectados sdo: lesdo eritrocitaria direta, hemdlise imunomediada, sequestro de
reticulécitos — que por serem imaturos sdo sequestrados pelo sistema fagocitico
mononuclear, além da eritrofagocitose de células parasitadas que sdo destruidas no
baco, figado e na medula éssea quando em episodios de intensa parasitemia — podendo
nesses casos, ocasionar a hiperplasia linfoide desses tecidos (MESSICK; HARVEY,
2012).

Segundo Messick e Harvey (2012), antes de exibir sinais clinicos caracteristicos
da doenca, os felinos frequentemente apresentam hematécrito abaixo de 20%, porem, tal
parametro ndo é um bom indicador clinico de gatos infectados, uma vez que 0s
eritrocitos parasitados primariamente podem ser sequestrados pelo bacgo, figado e/ou
medula dssea e apds remocao do microorganismo da superficie celular, estes retornarem
a corrente sanguinea.

Em gatos as alteragdes leucométricas, referentes a contagem total ou diferencial
sdo varidveis e por isso de pouco valor diagnostico, embora possam ser comumente
notados um aumento na atividade monocitica, neutrofilia na fase aguda e neutropenia
em casos cronicos (FOLEY et al., 1998; MESSICK; HARVEY, 2012). De acordo com
Messick e Harvey (2012), normalmente ndo sdo observadas altera¢cbes no numero de
plaguetas em felinos infectados.
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A infeccdo hemotrdpica em cdes, principalmente causadas por M. haemocanis,
pode cursar de duas formas: forma aguda caracterizada por intensa parasitemia
polissintomatica e a infecgdo latente em cdes saudaveis, normalmente assintomatica
(MESSICK, 2003).

Em cées a infeccdo aguda € normalmente observada em animais
esplenectomizados e/ou imunossuprimidos (KEMMING et al., 2004). Porém infec¢des
concomitantes com outros hemoparasitos ou até mesmo bacteremias inespecificas
favorecem a fase aguda nesses animais (KRAJE, 2001; INOKUMA et al., 2006;
TRAPP et al., 2006).

O espectro clinico € variavel e pouco especifico podendo ser observados
sintomas como: anorexia, letargia, perda de peso, febre (KEMMING et al., 2004;
MESSICK, 2004) ou até mesmo prostracdo e anemia acompanhados de normorexia e
temperatura retal normal (MESSICK; HARVEY, 2012). Em casos graves anemia
hemolitica severa também pode ser observada (WENGI et al. 2008).

Barker et al. (2010) referem que a infeccdo hemotrdpica em cdes parece induzir
anemia grave somente em cdes esplenectomizados. Kemming et al. (2004) descrevem
que os sinais clinicos aparecem no periodo de 1-2 semanas apos infeccao e, além de
anemia, observa-se leucopenia ou leucocitose e trombocitopenia principalmente em cées
infectados por M. haemocanis.

Sykes et al. (2004) afirmam que em cdes imunossuprimidos e/ou
esplenectomizados a infec¢@o causada pelo ‘Candidatus M. haematoparvum’ apresenta

sinais clinicos mais severos.

3.1.5.2 Doenca Cronica

A infeccdo crbnica em felinos estd associada a auséncia de sinais clinicos,
porém, ndo esta estabelecida a consequéncia da infeccdo em longo prazo, uma vez que
animais cronicamente infectados podem tornar-se anémicos e/ou apresentarem
episddios de imunossupressdo (MESSICK, 2004).

O animal que permanece portador apresenta pequenas diminui¢des no
hematocrito, variando de 25-35%, porém, nunca menor que 20%, além disso, a deteccao
direta do parasita em lamina torna-se mais dificil. Berent (2002) comprovou que felinos
experimentalmente infectados tornam-se portadores mesmo apds administracdo

antimicrobiana.
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Shelton e Linerberger (1995) sugerem que a infec¢do cronica por M. haemofelis
pode induzir a transformagdo neoplasica de células hematopoiéticas em animais
positivos para o virus da leucemia felina (FeLV).

Além do estado imune e presenca de co-infeccdes a infeccdo canina por M.
haemocanis também e favorecida, de forma bem significativa, pela esplenectomia
(LESTER et al., 1995; KEMMING et al., 2004).

Em caninos domesticos, a infeccdo crénica é comumente observada em casos
onde ha imunossupressdo ou esplenectomia sendo os sinais clinicos inespecificos
(MESSICK, 2004) ou até mesmo inaparentes (MESSICK; HARVEY, 2012). Segundo
Chalker (2005), anorexia, letargia e febre ja foram identificadas em animais com
infeccéo cronica.

Na fase cronica a bacteremia € discreta, logo, o nimero de microorganismos
circulantes estara diminuido, o que dificulta o estabelecimento do diagndstico através da
avaliacdo direta por microscopia 6ptica (KEMMING et al., 2004; MESSIK, 2004)

3.1.6 Diagnostico

O diagnéstico da micoplasmose pode ser realizado através da confeccdo de
esfregacos sanguineos, realizados durante a fase bacterémica, porém com baixa
sensibilidade e especificidade (BRINSON; MESSICK, 2001, CHALKER, 2005). O
microorganismo é comumente encontrado na superficie eritrocitaria podendo estar
isolado ou formando cadeias, nos casos de infec¢des graves (WANDER, 2009).

Devido aos episodios ciclicos de parasitemia — infecces por M. haemofelis
podem chegar a niveis indetectaveis em até uma hora em animais sadios e/ou
esplenectomizados (BERENT et al., 1998) — aliados a possibilidade de confundir o
parasita com precipitados de corantes, corpusculos de Howell-Jolly ou até mesmo
protozoarios do género Cytauxzoon, tornam a microscopia optica um método limitado e
de baixo diagnostico (KEMMING et al., 2004; MESSICK; HARVEY, 2012).

A confeccdo de esfregacos sanguineos imediatamente apds a coleta sanguinea
ajuda a minimizar as chances de diagndstico falso-positivo, uma vez que M.
haemocanis pode ser removido da superficie eritrocitaria pela acdo do EDTA ou quando
ha& tempo prolongado entre a coleta e a analise (JAIN et al., 1993; KEMMING et al.,
2004; VALLE, 2011).
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Técnicas moleculares se fizeram necessarias para o diagnostico da infecgédo
hemotrépica. A PCR e suas variantes sdo técnicas altamente sensiveis e especificas que
partindo de sequéncias alvo — principalmente da subunidade 16S rRNA — promove a
amplificacdo exponencial in vitro de um fragmento de DNA do parasito, permitindo o
diagnostico em infeccbes agudas e cronicas servindo ainda como método de
identificacdo de animais portadores impedindo assim o uso desses como doadores
sanguineos (FOLEY; PEDERSEN, 2001; JENSEN et al., 2001; SANTOS, 2008).

A extracdo de DNA de amostras oriundas de cées, gatos e até de vetores
artropodes, e a analise molecular tem tido mais sucesso como método diagndstico,
principalmente pela rapidez de testar amostras sanguineas, mesmo que congeladas, ou
até fragmentos oriundos de bidpsias recentes (CHOMEL et al., 2004).

O gene ribossomal 16S rRNA serve como base para a pesquisa hemotrépica
(WILLI et al, 2007), a partir do qual diversos pares de primers sdo desenhados e
validados como importantes ferramentas de diagndstico (MESSICK, 2004).

Em virtude da similaridade genética do 16S rRNA entre hemoplasmas de
caninos e felinos, para amplificacdo desses bioagentes em cées sdo usados 0s mesmos
oligonucleotideos iniciadores utilizados nas pesquisas em gatos, onde M. haemofelis
esta relacionado com M. haemocanis enquanto que ‘Candidatus M. haemominutum’
relaciona-se com ‘Candidatus M. haematoparvum’ e ‘Candidatus M. turicensis’
(BRINSON E MESSICK, 2001; BIRKENHEUER et al., 2002; MESSICK et al., 2002).

Segundo Berent et al., (1998) e Foley et al. (1998), microorganismos do género

Mycoplasma ndo se multiplicam em cultura e sdo insensiveis a testes soroldgicos.

3.1.7 Aspectos Epidemioldgicos

3.1.7.1 Felinos

Em felinos trés espécies infectantes de hemoplasmas sdo relatadas: M.
haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ e¢ ‘Candidatus M. turicensis’, sendo o
primeiro considerado mais patogénico (TASKER, 2010).

Na ultima década estudos vém demonstrando a distribuicdo mundial da infeccéo
por hemoplasmas em felinos domésticos e silvestres (CRIADO-FORNELIO et al.,
2003; LAPPIN et al., 2006; WILLI et al., 2006a; WILLI et al., 2007; KAMRANI et al.,
2008; ZHUANG et al., 2009; ROURA et al., 2010; MARTINS, 2011).
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No Brasil, Rivetti Junior (2006) evidenciou em esfregacos sanguineos por
microscopia optica, a ocorréncia de hemoplasmas em gatos errantes de Belo Horizonte
— Minas Gerais, com uma frequéncia de 22,2% (10/45) de animais positivos.

Braga (2010) avaliou os principais hemoparasitos de gatos peridomiciliados na
cidade de Séo Luis — Maranhdo e detectou através de técnica molecular (Reacdo em
Cadeia da Polimerase - PCR) 2,5% (5/200), 2% (4/200) e 10% (20/200) de positividade
para M. haemofelis, ‘Candidatus M. turicensis’ e ‘Candidatus M. haemominutum’,
respectivamente.

Em Porto Alegre — Rio Grande do Sul, a pesquisa de hemoplasmas em felinos
domesticos foi realizada atraves de PCR convencional por Santos (2008). De um total
de 371 amostras, 13,48% (50) apresentaram infecgdo por ‘Candidatus M.
haemominutum’, 2,69% (10) por ‘Candidatus M. turicensis’ e 2,16% (8) por M.
haemofelis. Co-infeccdo com M. haemofelis e ‘Candidatus M. haecmominutum’ foi
detectada em 1,08% (4), e com ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ ‘Candidatus M.
turicensis’ em 1,35% (5) dos animais estudados. Nesse mesmo estudo foi evidenciado o
primeiro relato da infeccéo tripla em 0,54% (2/371) dos animais.

Hora (2008), avaliou através da técnica de nested-PCR a magnitude da infec¢édo
por micoplasmas em gatos anémicos em S&o Paulo, encontrou 25 animais positivos.
Dentre as amostras, 8,5% (23/270) eram M. haemofelis, 0,4% (1/270) ‘Candidatus M.
turicensis’ e 0,4% (1/270) M. haemocanis, sendo o primeiro relato da infecgéo por tal
espécie em felino domeéstico.

Garcia Leal (2009), através da amplificagdo do gene 16S rRNA (Acido
Ribonucléico Ribossémico) por meio da técnica de nested-PCR, buscando avaliar o
impacto da infeccdo hemotrofica em felinos com linfoma, encontrou 7,14% (1/14) dos
animais positivos para M. haemofelis. O animal em questdo ndo apresentava anemia
apesar de infecgdo concomitante com FeLV.

Bortoli et al. (2012) analisaram amostras sanguineas de gatos domeésticos
saudaveis oriundos de um programa de castragdo gratuita em Jaboticabal - Sdo Paulo, e
identificaram através da PCR a ocorréncia das espécies de micoplasmas felinos com
frequéncias de 4,3% (2/46) para ‘Candidatus M. haemominutum’ e 2,2% (1/46) dos
animais apresentaram co-infec¢cdo com M. haemofelis e ‘Candidatus M. turicensis’.

Rivetti Junior (2006) avaliando esfregacos sanguineos de felinos selvagens
cativos do Zooldgico de Belo Horizonte — Minas Gerais encontrou 31,6% (6/19) dos

animais positivos para micoplasmas hemotroficos. A presenca de ‘Candidatus M.
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haemominutum’ também ja foi relatada em uma amostra sanguinea de Panthera leo
submetida a analise molecular (PCR). Como o animal ndo apresentava sinais clinicos
nem alteracGes hematoldgicas foi suposto tratar-se de uma infec¢éo cronica (Guimardes
et al, 2007).

3.1.7.2 Caninos

Cées sdo normalmente infectados por pelo menos duas espécies de micoplasmas:
M. haemocanis ¢ ‘Candidatus M. haematoparvum’ (BIONDO et al., 2009). Porém, ja
foram descritas infecgdes por outras duas espécies, ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢
‘Candidatus M. turicensis’ (WILLI et al., 2006a; ZHUANG et al., 2009).

Apesar de serem realizados estudos mais pontuais quando comparados aos
hemoplasmas felinos, as duas principais espécies parasitas de caninos apresentam
distribuicdo mundial j& sendo identificadas, por meio de técnicas moleculares (PCR e
PCR em tempo real) infeccGes em diversos paises como, Franca (KENNY et al., 2004),
Suica (WENGI et al., 2008), Espanha (ROURA et al., 2010), Tanzénia (BARKER et al.,
2010), China (ZHUANG et al., 2009) e Japao (OBARA et al., 2011).

No Brasil estudos estdo sendo realizados no intuito de avaliar a ocorréncia de
hemoplasmas em animais domésticos e selvagens. Mundim et al. (2008) pesquisando
hemoparasitos em esfregacos sanguineos de cdes capturados pelo Centro de Controle de
Zoonoses em Anapolis — Goias, observaram frequéncia de 33,96% (18/53) de
positividade entre os animais. Destes, 27,78% (5/18) apresentavam-se infectados por
microorganismos do género Mycoplasma sp.

Braz et al. (2012), relataram a presenca de M. haemocanis em esfregaco
sanguineo, apds pesquisa em microscopia dptica direta. O animal apresentava apatia,
perda de peso e diarréia sanguinolenta e no exame hematologico foi evidenciada
leucopenia e trombocitopenia.

Valle (2011) avaliou um total de 313 amostras de sangue canino por PCR
convencional, em Passo Fundo — Rio Grande do Sul, onde 5,1% (17/313) foram
positivos para M. haemocanis e 1,8% (6/313) para um microorganismo com semelhanga

genética ao ‘Candidatus M. haemominutum’.
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4 MATERIAL E METODOS

41 AMOSTRAGEM

Foram analisadas um total de 299 amostras sanguineas de cdes e gatos, de
diferentes faixas etarias, obtidas no periodo de agosto de 2012 a maio de 2013. Os
animais foram divididos, de acordo com a procedéncia, em dois grupos: o grupo A
representou os animais domiciliados e o grupo B os animais de abrigos, conforme

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Totalidade de animais estudados em funcdo da espécie, sexo e grupo de
estudo.

Caninos Felinos
Grupo Machos Fémeas Machos Fémeas Total
Al 44 51 39 31 165
B? 33 41 22 38 134
Total 77 92 61 69 299

*Amostras oriundas de animais atendidos em ambulatérios de servicos veterinarios e/ou recebidas pelo servico de
extensdo do Laboratorio de Tecnologia Biomolecular da Universidade Federal do Pard (LTB-UFPA).

2Amostras de animais errantes recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da Prefeitura Municipal de
Belém e/ou instituigdes mantenedoras.

Apds contencdo fisica dos animais, foi realizada a coleta asséptica de 2-5 mL de
sangue total, através de venipuncdo jugular ou cefélica. O sangue foi acondicionado em
tubo estéril contendo anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético) e
armazenado a 4°C até a extracdo do DNA, realizada no Laboratorio de Tecnologia
Biomolecular da Universidade Federal do Pard (LTB-UFPA).

O DNA gendmico de cada amostra foi extraido através do método fenol-
cloroférmio seguindo procedimentos padrdes descritos por Sambrook et al. (1989) e
armazenado a uma temperatura de -20°C até a realizacdo dos procedimentos

moleculares para detec¢do dos hemoparasitos.
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4.2 ANALISES MOLECULARES

4.2.1 Deteccdo de Mycoplasma sp.

O diagndstico da infeccdo por microorganismos do género Mycoplasma foi
realizado com base na amplificagdo de um fragmento do RNA ribossomal (16S rRNA)
de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ atraves de uma (PCR),
utilizando os iniciadores HBT-F [S’ATACGGCCCATATTCCTACG 3’] e HBT-R [5°
TGCTCCACCACTTGTTCA 3°], os quais produzem um fragmento de 595 pares de
base (pb) para M. haemofelis e 618 pb para Candidatus M. haemominutum (CRIADO-
FORNELIO et al., 2003).

As reacdes foram realizadas em um volume total de 25 pL contendo 10 — 20 ng
de DNA molde, 1,5 mM de MgCl,, 2,5 mM de cada um dos dNTPs, 5 mM de cada
iniciador e 1,25 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen®) e &gua purificada para
completar o volume final da reacdo. O perfil de amplificacdo consistiu de uma
desnaturacao inicial de 10 min a 94°C, 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 60°C e 30

seg a 72°C, seguidos de uma extensdo final de 10 min a 72°C.

4.2.2 Deteccdo de Ehrlichia sp. e Anaplasma sp.

O diagnoéstico da infeccdo por microorganismos dos géneros Ehrlichia e
Anaplasma foi realizado com base na amplificacdo de um fragmento do gene 16S rRNA
de Ehrlichia canis e Anaplasma platys através de uma multiplex PCR.

A amplificacdo foi realizada em reacdes com volume final de 25 pL, seguindo
protocolo descrito por Rufino et al. (2013), e produziram fragmentos de 478 pb na
primeira reacdo e 389 pb e 212 pb na segunda reacdo, respectivamente para E. canis e
A. platys.

4.2.3 Deteccdo de Babesia sp.

O diagnostico da infecgdo por microorganismos do género Babesia foi realizado
com base na amplificagdo de um fragmento do gene 18S rDNA de Babesia canis
através de uma semi-nested PCR, a partir de otimizacdo de protocolo de PCR simples,
realizado por Moraes et al. (2014). Todas as reagdes foram realizadas em volume final
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de 25 pL, e produziam fragmentos de 394 pb na primeira reacdo e 208 pb na segunda
reacdo (MORAES et al. (2014)

4.3 ANALISE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

Para a deteccdo dos fragmentos amplificados, 4 pl de cada uma das reacOes
foram misturados a 1 pl de GelRed™ Nucleic Acid stain (Biotium), e entdo submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) e
vizualizagdo em fotodocumentador E-BOX VX2 (Vilber Lourmat®). O tamanho dos
fragmentos amplificados foi estimado comparando-se com os marcadores de peso
molecular 100 pb e/ou 1 Kb (DNA ladder Invitrogen®).

Como controle positivo foi utilizado em cada reacdo uma amostra previamente
identificada como positiva para cada um dos hemoparasitos e como controle negativo

foi utilizado &gua bidestilada estéril.

4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS PARASITOS

Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, excisado
e purificado com auxilio do GFX PCR DNA e Gel Purification kit (GE Healthcare).
Uma aliquota de cada produto purificado foi ligada ao plasmideo pGEM-T
vector (Promega) overnight e, entdo, inserido em Escherichia coli JM 109 (Promega).

O inserto de DNA de clones recombinantes foi obtido por PCR diretamente das
col6nias usando os primers M13F/M13R e sequenciado automaticamente em um 3500
XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems), de acordo com as especificacdes do
fabricante. O programa BioEdit (HALL, 1999) foi usado para o alinhamento e edicéo
manual das sequencias.

Comparacgdes com sequéncias depositadas no GenBank foram feitas usando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool — BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). O
programa PAUP (SWOFFORD, 2002) foi utilizado para anélise filogenética, baseada
no método de distancia Neighbor-Joining usando o modelo Kimura-2-parametros. O
teste de Bootstrap com 1000 pseudoréplicas foi feito para estimar a confidéncia do
padrdo de agrupamento da arvore Neighbor-Joining. A distancia ‘P’ foi avaliada
também pelo programa PAUP (SWOFFORD, 2002).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados através de software estatistico Statistical Analysis
System - SAS (SAS, 2001), utilizando-se o teste estatistico qui-quadrado (;*) com nivel
de significancia de 5%. Em felinos foram comparadas as frequéncias das variaveis
positivo e negativo para hemoplasmas e outros hemoparasitos, de acordo com, sexo e
grupo de estudo.

Em caninos, em virtude no da baixa frequéncia foram comparadas através de
estatistica descritiva as variaveis positivo e negativo para hemoplasmas e outros
hemoparasitos, de acordo com, sexo e grupo de estudo. Quanto a variavel caracterizacdo
molecular dos hemoplasmas encontrados, foi realizada estatistica descritiva.
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5 RESULTADOS

O produto das analises moleculares, gerou amplicons dentro dos tamanhos
esperados, variando entre 595 e 618 pb, tanto para a pesquisa de hemoplasmas em

felinos quanto em caninos, conforme demonstrado na Figura 3.

Figura 3 - Deteccao de Mycoplasma sp. através de PCR, em amostras de sangue total de cées e
gatos. Linha 2 corresponde a amostra de felino doméstico positiva para ‘Candidatus M.
haemominutum’; Linha 3 corresponde a amostra de felino doméstico positiva para Mycoplasma
haemofelis; Linha 4 corresponde a amostra de canino doméstico positiva para ‘Candidatus M.
haematoparvum’; Linhas 5 e 6: controles positivos para ‘C.M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis;
Linha 7 corresponde ao controle negativo da reacdo; Linha 1 corresponde ao Ladder 100 pb
(O’GeneRuler). A seta corresponde ao fragmento de 600 pb do ladder.

Das 299 amostras de cées e gatos analisadas, em 8,03% (24/299) foi amplificado
0 DNA de micoplasmas hemotrépicos, sendo 1,78% (3/169) de cées e 16,15% (21/130)
de gatos infectados (Tabela 2). A andlise interespécie mostrou que ha diferenca
estatistica quanto a prevaléncia de micoplasmas hemotropicos entre as espécies
estudadas (p= < 0001).
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Tabela 2 - Comparacéo das frequéncias globais de animais infectados por hemoplasmas
em funcéo das espécies estudadas.

Resultado Espécie Total
Caninos Felinos

Negativos 98,22% (166/169) 83,85% (109/130) 91,97% (275/299)

Positivos 1,78% (3/169) 16,15% (21/130) 8,03% (24/299)

x> = 20,5777; p= <0001

As distribuicdes dos casos positivos e negativos em fungdo da espécie, grupo e
sexo estdo dispostas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Frequéncia de distribui¢do dos resultados para micoplasmas hemotropicos
em felinos e caninos em funcéo do grupo de estudo dos animais.

Resultado Felino Canino

Abrigo Domiciliado Abrigo Domiciliado
Negativo 91,67% (55/60)  77,14% (54/70)  95,95% (71/74)  100% (95/95)

Positivo 8,33% (5/60)°  22,86% (16/70)°  4,05% (3/74)*  NA*(0/95)"

*NA: Nao Ampflicado em nenhuma amostra.

2| etras diferentes em colunas diferentes indicam diferenca estatistica significativa.
Felinos (x*=5.0316/ p=0.0249)

Tabela 4 - Frequéncia de distribuicdo dos resultados para micoplasmas hemotrépicos
em amostras de felinos e caninos em funcdo do sexo dos animais.

Resultado Felinos Caninos

Macho Fémea Macho Fémea
Negativo 70,49% (43/61)  95,65% (66/69) 97,40% (75/77) 98,91% (91/92)

Positivo 29,51% (18/61)°  4,35% (3/69)°  2,60% (2/77)°  1,09% (1/92)°

2D etras diferentes em colunas diferentes indicam diferenca estatistica significativa.
Felinos (x°= 15.1325 p=0.0001)

O sequenciamento genético das amostras provenientes de cdes e gatos foi
realizado em 23 das 24 amostras positivas, sendo uma amostra de felino excluida da
analise interespecifica. A andlise das sequéncias dos hemoplasmas mostrou que 0s
felinos estdo parasitados exclusivamente por espécies de microorganismos de

ocorréncia em gatos enquanto que os cdes estdo infectados por espécies de ocorréncia
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exclusiva em cées. Entre as amostras de felinos, 6,92% (9/130) foram positivas para
Mycoplasma haemofelis e 8,46% (11/130) para ‘Candidatus M. haemominutum’, entre
0s cées todos os animais positivos 1,78% (3/169) sao portadores da espécie ‘Candidatus
M. haematoparvum’.

As amostras sanguineas também foram testadas para avaliar a incidéncia de
outras hemoparasitoses sendo realizados testes moleculares para detec¢do de Ehrlichia
canis, Anaplasma platys e Babesia canis, com o intuito de comparar a frequéncia global
dessas hemoparasitoses com a frequéncia de infeccdo por hemoplasmas e assim
verificar se ha relacdo entre essas duas infeccOes, tais resultados estdo expressos de

acordo com a espécie nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Comparacdo da frequéncia de felinos infectados por hemoplasmas em
funcdo da frequéncia global de felinos acometidos por outras hemoparasitoses.

Resultado Infeccéo

Mycoplasma sp. Hemoparasitoses*
Negativos 83,85% (109/130) 87,69% (114/169)
Positivos 16,15% (21/130) 12,31% (16/169)

* Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia canis.
x*=10,2588; p= 0,0014

Tabela 6 - Comparacdo da frequéncia de caninos infectados por hemoplasmas em
funcdo da frequéncia global de caninos acometidos por outras hemoparasitoses.

Resultado Infeccéo

Mycoplasma sp. Hemoparasitoses
Negativos 98,22% (166/169) 42,01% (71/169)
Positivos 1,78% (3/169) 56,21% (95/169)

* Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia canis.
x*=3,9210; p= 0,0477

A anélise global mostrou que ndo héa diferenca estatistica das taxas, de infecgdo
por hemoplasmas e por outras hemoparasitoses nos animais do estudo (p= 0,4002),
sendo 8,03% (24/299) da totalidade de animais estudados positivos para Mycoplasma
sp. enquanto que 37,12% (111/299) dos animais apresentavam pelo menos uma das
outras hemoparasitoses testadas.

Para a analise filogenética das amostras positivas foram obtidos entre 590 e 620

nucleotideos da subunidade 16S rRNA dos hemoplasmas encontrados. Esses
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nucleotideos foram blastados e alinhados com as sequéncias de hemoplasmas
previamente depositadas no GenBank conforme refere a Tabela 7. Ap6s a comparagao
das sequéncias através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool — BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990) foi possivel evidenciar similaridade entre o hemoplasmas
parasitos de cdes dessa pesquisa (‘Candidatus M. haematoparvum’), € os hemoplasmas
encontrados em gatos (Mycoplasma haemofelis ¢ ‘Candidatus M. haemominutum’),

apresentando cobertura e identidade iguais ou superiores a 90% e 95%, respectivamente.

Tabela 7 — Identificacdo das espécies de hemoplasmas depositadas nos GenBank e

referidas no presente estudo para construcao filogenética.

Hemoplasma Identificacdo Origem GenBank
‘Candidatus M. haematoparvum’ Canino 1 Para - Brasil -
‘Candidatus M. haematoparvum’ CMhparv 1 EUA* AY3832411
‘Candidatus M. haematoparvum’ CMhparv 2 Brasil HQ9182881
Mycoplasma haemolamae Mhamla EUA AF3063461
Mycoplasma suis Msuis EUA U885651
Mycoplasma ovis Movis EUA AF3382681
‘Candidatus Mycoplasma wenyonii’ CMwen China FJ3753091
‘Candidatus Mycoplasma haemodidelphidis’ CMhadi EUA AF1786761
‘Candidatus Mycoplasma kahanei’ CMkah EUA AF3382691
Mycoplasma haemomuris Mham EUA U829631
Mycoplasma haemocanis Mhac 1 Alemanha  AY1509731
Mycoplasma haemocanis Mhac 2 Brasil EU4426231
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ CMturis Alemanha  DQ4644251
Mycoplasma haemofelis Felino 1 Para - Brasil -
Mycoplasma haemofelis Mhaf 1 Brasil EU4426161
Mycoplasma haemofelis Mhaf 2 Italia EU8399781
‘Candidatus M. haemominutum’ CMhaem 1 Italia EU8399831
‘Candidatus M. haemominutum’ Felino 2 Para - Brasil -
‘Candidatus M. haemominutum’ Felino 3 Para - Brasil -
‘Candidatus M. haemominutum’ CMhaem 2 Brasil KC3310321
Escherichia coli (Grupo Externo) E.coli - XJALT127

EUA — Estados Unidos
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As analises filogenética (Figura 4) e de distancia (Tabelas 8 e 9) pelo método
Neighbor-Joining permitiu inferir com base na sequencia do gene 16s rRNA dos
micoplasmas encontrados no presente estudo, que o hemoplasma parasito de cées
pertence a espécie ‘Candidatus M. haecmatoparvum’ € que 0S parasitos observados em
felinos pertencem as espécies ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ Mycoplasma
haemofelis. Adicionalmente foi possivel observar a extreita relacéo filogenética entre as

espécies ‘Candidatus M. haematoparvum’ e ‘Candidatus M. haemominutum’
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Figura 4 - Arvore filogenética para Mycoplasma sp. utilizando o método Neighbor-Joining, modelo Kimura-2-parametros construida a partir do
programa PAUP (SWOFFORD, 2002). A inscri¢gdo ‘Canino’ representa amostra de ‘Candidatus M. haematoparvum’, a inscri¢do ‘Felino 1’ representa
amostra de Mycoplasma haemofelis e as inscrigdes ‘Felino 2 e 3’ representas amostras de ‘Candidatus M. haemominutum’. Escherichia coli XJALT-
127 foi utilizada como grupo externo.
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Tabela 8 — Distancia ‘P’ obtida utilizando as sequéncias do presente estudo em compara¢do a sequencias de micoplasmas hemotrépicos
disponiveis no GenBank.

Cepa Mham Mhac 1 Mhac2  CMturis Felino 1 Mhaf 1 Mhaf2 CMhaem1l Felino2 Felino3 CMhaem 2
Mham 0.000
Mhac 1 0.109 0.000
Mhac 2 0.112 0.000 0.000
CMturis 0.092 0.103 0.107 0.000
Felino 1 0.108 0.001 0.001 0.101 0.000
Mhaf 1 0.112 0.001 0.001 0.105 0.000 0.000
Mhaf 2 0.108 0.001 0.001 0.101 0.000 0.000 0.000
CMhaem 1 0.176 0.170 0.170 0.175 0.169 0.168 0.169 0.000
Felino 2 0.177 0.172 0.172 0.177 0.170 0.170 0.170 0.001 0.000
Felino 3 0.199 0.211 0.215 0.202 0.208 0.211 0.208 0.010 0.010 0.000
CMhaem 2 0.222 0.217 0.208 0.212 0.215 0.206 0.215 0.052 0.053 0.076 0.000
E.coli 0.301 0.310 0.314 0.314 0.312 0.317 0.312 0.322 0.324 0.353 0.359
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Tabela 9 — Distancia ‘P’ obtida utilizando as sequéncias do presente estudo em comparagdo a sequencias de micoplasmas hemotropicos
disponiveis no GenBank.

Cepa Caninol CMhparvl CMhparv 2 Mhamla Msuis Movis CMwen CMhadi CMkah
Canino 1 0.000
CMhparv 1 0.002 0.000
CMhparv 2 0.000 0.020 0.000
Mhamla 0.076 0.090 0.098 0.000
Msuis 0.100 0.111 0.118 0.075 0.000
Movis 0.090 0.109 0.111 0.080 0.087 0.000
CMwen 0.092 0.106 0.114 0.071 0.083 0.022 0.000
CMhadi 0.092 0.116 0.108 0.110 0.106 0.095 0.100 0.000
CMkah 0.092 0.109 0.111 0.081 0.095 0.100 0.104 0.100 0.000
E.coli 0.356 0.329 0.369 0.320 0.328 0.315 0.321 0.314 0.308
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a presenca de DNA de Mycoplasma sp. em
felinos e caninos domiciliados e errantes de Belém, Para. Embora ndo haja relato
cientifico da ocorréncia e prevaléncia de hemoplasmas em caninos e apenas um em
felinos na regido norte brasileira (ARAGAO DE SOUSA et al., 2013) a frequéncia de
animais positivos em Belém, com base em testes moleculares, assemelha-se as descritas
para outras regides do Brasil.

A prevaléncia de 16,15% (21/130) encontrada em felinos no presente estudo esta
de acordo com a distribuicdo mundial, cuja ocorréncia varia entre 4% e 43,43%
(CRIADO-FORNELIO et al., 2003; KAMRANI et al., 2008; BARKER et al., 2010;
ROURA et al., 2010; MARTINS, 2011; MARTINEZ DIAZ et al., 2013). Contudo esses
dados s&o menores do que os encontrados em algumas regides Brasileiras. Santos
(2008) encontrou prevaléncia de 21,3% (79/371) em Porto Alegre e Firmino (2008)
relatou prevaléncias de 33% e 32,6% em felinos na cidade de Brasilia.

Por outro lado, a prevaléncia do presente estudo mostrou-se superior a
encontrada por Bortoli et al. (2012) 6,5% (3/46) em Jaboticabal (S&o Paulo), Hora
(2008) 9,25% (25/270) na cidade de Séo Paulo, Maia (2008) 14% (29/207) em
diferentes regibes do estado do Rio de Janeiro e Aragao de Sousa et al. (2013) 9,45%
(19/201) em estudo semelhante na cidade de Belém (Para).

Ao analisar a distribuicdo das amostras positivas em funcdo dos grupos de
estudo observou-se que a prevaléncia foi maior em animais domiciliados 22,86%
(16/70), tais resultados podem ser reflexo da origem da populagdo uma vez que essas
amostras procederam de casos atendidos e/ou enviados a hospitais e laboratdrios de
servigos médico veterinarios.

Estudo conduzido por Martins (2011) em uma populacéo de gatos de abrigo em
Lisboa (Portugal) registrou prevaléncia de 4% (2/50) entre os animais, inferior ao
encontrado no presente estudo em animais sob mesma condi¢do que foi 8,33% (5/60).

Esse dado, porém difere dos encontrados no Canada por Kamrani et al. (2008)
com prevaléncia de 4% (30/742) entre amostras de animais domiciliados enviadas a
laboratdrios de diagndstico veterinario enquanto que em animais errantes a prevaléncia
foi de 60% (27/45) e Braga et al. (2012) que relataram prevaléncia de 14,5% (29/200)
em gatos errantes na cidade de Sdo Luis, Maranh&o.
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Aragdo de Sousa (2013) avaliando amostras sanguineas de animais domiciliados
atendidos em hospital veterinario e errantes na cidade de Belém encontrou
respectivamente prevaléncias de 2,63% (1/38) e 13,86% (14/101), resultados que
diferem do presente estudo que registrou ocorréncia superior em grupo de animais
domiciliados sob mesma condicdo que foi de 22,86% (16/70), porém inferior quando
comparado aos dados de felinos errantes que representaram 8,33% (5/60) da
positividade para hemoplasmas nesse grupo.

No que tange a influéncia do sexo na infeccdo hemotrépica foi observado
associacdo estatistica entre machos e fémeas, sendo 0os machos mais susceptiveis a
infeccdo com 29,51% (18/61) de positividade, corroborando com os dados encontrados
por Willi et al. (2006b) que referiram 58 (75,3%) dentre 77 animais infectados como
pertencentes ao sexo masculinos e Firmino (2008) que encontrou frequéncia de 75%
(12/16) em felinos machos errantes na cidade de Brasilia, DF.

Sykes (2003) e Santos (2008) referem que animais machos e com acesso a rua
sdo mais passiveis a infeccdo por microorganismos do género Mycoplasma, tal fato
pode ser explicado devido ao habito de deambulacdo e brigas entre machos felinos
Aragdo de Sousa et al. (2013).

A taxa de animais positivos para ‘Candidatus M. haemominutum’ 8,46%
(11/130), esta proxima a encontrada em outras regides do Brasil por Hora (2008) 8,51%
(23/270) em S&o Paulo, SP; Braga et al. (2012) 10% (20/200) em S&o Luis, MA; e
Aragdo de Sousa et al. (2013) que encontrou frequéncias de 7,96% (16/201) para a
referida espécie na cidade de Belém, PA.

Os dados diferem, porém, dos resultados de Santos (2008) e Martinez Diaz et al.
(2013) que encontraram respectivamente frequéncias de 13,48% (50/371) e 41%
(133/320) para ‘Candidatus M. haemominutum’, fato que pode ser explicado pela
diferenga amostral entre os estudos.

A frequéncia de felinos positivos para Mycoplasma haemofelis 6,92% (9/130),
mostra-se superior a encontrada em outras regides do Brasil por Hora (2008) 0,37%
(1/270) em Séo Paulo, SP; Braga et al. (2012) 2,5% (5/200) em S&o Luis, MA; e Aragao
de Sousa et al. (2013) 1,49% (3/201) em estudo na cidade de Belém, PA. Apesar de
apresentarem espaco amostral superior quando comparados ao presente estudo pode-se
evidenciar que a presenca de M. haemofelis na populagdo felina em Belém esté elevada.

O estudo comparativo da ocorréncia de micoplasmas hemotrdpicos entre animais

positivos, no presente estudo, demonstrou uma maior ocorréncia de ‘Candidatus M.
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haemominutum’ em comparacdo com M. haemofelis, porém néo foi observada diferenca
estatistica. A proximidade das taxas de infeccdo pelas espécies de ocorréncia em felinos
em Belém é um fator importante, devido a espécie M. haemofelis ser a mais patogénica
(TASKER, 2010).

Desta forma, alguns gatos podem sofrer anemias fatais em decorréncia de baixos
volumes globulares (TANENO; SACCO, 2007). Esse dado torna-se mais relevante
considerando que Dos Santos et al. (2008) relataram a ocorréncia no Brasil de um caso
humano co-infectado com M. haemofelis e Bartonella henselae, o que permite inferir o
carater zoondtico da infeccao pela referida espécie.

Os relatos acerca da distribuicdo mundial de hemoplasmas caninos sdo mais
pontuais quando comparados aos estudos conduzidos em gatos, com prevaléncia
variando entre 2,5% e 40% (KENNY et al., 2004; BARKER et al., 2010; NOVACCO et
al., 2010; ROURA et al., 2010) e superior ao encontrado no presente estudo.

A prevaléncia de 1,78% (3/169) relatada nessa pesquisa mostrou-se inferior a
referida por Valle (2011) que evidenciou 6,4% (21/331) de cées infectados em uma
populacdo de animais atendidos no Hospital Veterinario de Passo Fundo (Rio Grande
do Sul), porém, esta de acordo com os dados de Costa (2011) que encontrou prevaléncia
de 3,3% (5/150) e 1,3% (2/150) respectivamente em cdes, com e sem trombocitopenia,
na cidade de Goiania.

Kemming et al. (2004) avaliaram amostras de cdes domiciliados e de canis e
observaram que a infeccdo hemotropica estava presente apenas nas amostras oriundas
de animais de canis com prevaléncia variando de 30% na Europa a 87% na América do
Norte. Esse estudo corrobora, mesmo que diferindo em termos de prevaléncia, com a
presente pesquisa uma vez que hemoplasmas s6 foram detectados em 4,05% (3/74) das
amostras de animais errantes, oriundos de canis e abrigos mantenedores, ndo sendo
observadas amostras positivas no grupo de animais domiciliados.

O sequenciamento genético das amostras de cées positivos 1,78% (3/169)
mostrou que os animais estavam infectados com a espécie ‘Candidatus M.
haematoparvum’. Resultado semelhante 2% (4/200) foi encontrado por Novacco et al.
(2010) na Espanha e Barker et al. (2010) 2,7% (5/184) em Trinidad. Porém, inferior
quando comparada aos dados de Kenny et al. (2004) e Novacco et al. (2010) que
referem prevaléncia de 9,6% (44/460) e 5% (30/600), respectivamente na Franga e Italia
e superior aos de Roura et al. (2010) que referiram 0,6% (1/182) de positividade entre

caes sadios e sintométicos na Espanha.
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No Brasil os estudos conduzidos por Costa (2011) e Vale (2011) em populagdes
de caninos identificaram apenas a espécie M. haemocanis enquanto que Vieira (2012)
encontrou prevaléncia de 24,24% (32/132) para ‘Candidatus M. haematoparvum’ em
cdes no Parana, muito superior ao registrado no presente trabalho, que vem a ser o
primeiro relato da infecgdo por essa espécie em caninos domesticos no norte do pais.

No presente estudo foi comparada a frequéncia global de infecgdo por
micoplasmas hemotrdpicos frente a outros hemoparasitos, ndo sendo observada
diferenca estatistica (p= 0,4002) para tal analise, nesse caso a presenca de
hemoparasitos pode ser um fator desencadeante para a infeccdo por hemoplasmas,
corroborando com Tasker (2006b) que refere que microorganismos do género
Mycoplasma, atuariam como patdgenos oportunistas, e sua manifestacdo ocorreria em

situacOes de estresse ou imunossupressao.
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7 CONCLUSOES

- Hemoplasmas circulam na populacéo felina e canina na cidade de Belém, PA;

- Felinos domiciliados e felinos machos formaram o grupo com maior risco para a

infeccdo por micoplasmas hemotrépicos;

- A espécie ‘Candidatus M. haematoparvum’ pode ser o Unico circulante na populacdo

canina em Belém, PA;

- As taxas de infecg¢do por ‘Candidatus M. haemominutum’ ¢ M. haemofelis foram
muito proximas o que sugere uma uniformidade na distribuicdo desses bioagentes, dado

relevante em virtude do maior potencial patogénico da segunda espécie;

- A presenca de outros hemoparasitos pode ser um fator de risco para a infec¢do por

hemoplasmas.
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