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Resumo:

Mycoplasma haemofelis € reconhecido como o mais patogénico das espécies de hemoplasmas
que acometem felinos, podendo causar uma infec¢do aguda que leva a anemia hemolitica.
Diante disto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a presenca e a quantificacdo da carga
bacteriana, através de PCR convencional e PCR quantitativo (QPCR), nas infec¢des naturais por
Mycoplasma haemofelis em felinos e suas possiveis alteracfes hematoldgicas. Dos 147 felinos
amostrados aleatoriamente do atendimento clinico de um hospital veterinario universitario, 42
(28.6%) foram positivos para infeccdo por M. haemofelis. A concordancia entre o PCR
convencional e o gPCR foi considerada substantiva (k 0.6). As fémeas apresentaram um risco
2 vezes maior de adquirir a infeccdo (OR 2.31). Néo foi observada associacao estatisticamente
significativa (p>0,05) nos parametros hematologicos e carga bacteriana média dos felinos
infectados. Conclui-se que a infeccdo por M. haemofelis esteve presente em felinos com e sem
sinais, ndo sendo associada aos niveis da carga bacteriana sanguinea circulante. A associa¢do
de PCR convencional com o PCR quantitativo possibilitou detectar a infeccdo por M.

haemofelis em um ndmero maior de felinos.

Palavras-chave: hemoplasma; felinos; qPCR; anemia.

Introducao

Mycoplasma haemofelis é o agente causador da anemia infecciosa felina (AIF) e
juntamente com Candidatus Mycoplasma haemominutum’, Candidatus Mycoplasma
turicensis’ (CMt) 1 2e ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum-like’ (Mhp-like) * representam
as espécies de micoplasma que acometem os felinos! 2. Apesar da forma de transmissdo n&o
estar completamente elucidada, sugere-se a participacdo de vetores artropodes, assim como a

transmissdo por mordidas e brigas.*

Apos a infecgdo, as bactérias se aderem a superficie das hemécias ocasionando sua
destruicdo e consequente anemia hemolitica em diversos mamiferos, dentre eles o felino
doméstico > No entanto, estudos demonstraram anemia com maior intensidade nas infecces
agudas por M. haemofelis, provavelmente devido a sua maior patogenicidade, na qual uma
pequena carga do agente pode acarretar grandes perdas eritrocitarias e aumento de células

brancas circulantes. Adicionalmente, a remogdo mediada por anticorpos é parte da senescéncia



eritrocitaria e fendmeno considerado normal. No entanto, a anemia hemolitica induzida pelos
micoplasmas, amplificam a remocdo mediada por anticorpos de eritrocitos envelhecidos ou
danificados. Os achados hematologicos em gatos acometidos com micoplasmose sdo: anemia
hemolitica com intensa regeneracdo, resultando numa anemia macrocitica hipocrémica,
policromasia e anisocitose excessiva, presenca de corpusculos de Howell-Jolly e precursores

eritroides nucleados (metarrubricitos e rubricitos) ® 74

Pode-se observar plasma ictérico, podendo, raramente, apresentar-se avermelhado em
virtude de eventual hemdlise intravascular. Quando ocorre desenvolvimento da anemia
hemolitica imunomediada podem observar-se esferdcitos em grande quantidade, bem como
eritrofagocitose. A auséncia de anisocitose ou policromasia acentuada pode sugerir infecgoes
superagudas, com um periodo curto para resposta inflamatdria ou infeccao intercorrente com o
virus da leucemia felina, Virus da Imunodeficiéncia Felina ou da Peritonite Infecciosa Felina.
Além da anemia, os gatos infectados podem apresentar prostracao, desidratacao, inapeténcia e
perda de peso.®

Devido a inabilidade de crescimento da bactéria em meio de cultura, o diagndstico era
baseado apenas na citologia de esfregago sanguineo, com sensibilidade reduzida.® Contudo, os
métodos moleculares, como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), e a gPCR proporcionaram
a deteccdo mais precisa de animais positivos, pois apresentam sensibilidade e especificidade
elevada, permitindo obter o diagndstico através do sequenciamento e da quantificacdo das
amostras analisadas. 1°

Dentre os métodos moleculares, o PCR quantitativo permite a quantificacdo do DNA do
hemoplasma na amostra em analise, 0 que pode ajudar na monitoracdo da resposta ao
tratamento, ja que o M. haemofelis podem estar presentes no sangue de gatos infectados por
meses.!! Portanto, a associacio de técnicas moleculares possibilita identificar a carga
infecciosa, a patogenicidade, a prevaléncia do agente em uma determinada populacéo, além de

ser uma ferramenta usada para avaliar a efetividade de um tratamento.* *2
Diante disto, o objetivo desta pesquisa foi quantificar a carga bacteriana de Mycoplasma
haemofelis em felinos naturalmente infectados e as possiveis implicacbes nos parametros

hematoldgicos.



10

Materiais e Métodos

Gatos

No periodo de setembro de 2010 a setembro de 2012, felinos domésticos de diferentes racas,
sexo e com idade superior a seis meses, provenientes do atendimento clinico do HOVETUFMT
foram inseridos na pesquisa de forma aleatdria, apos prévia autorizacdo dos tutores. O numero
amostral foi calculado utilizando prevaléncia de 12% 3 intervalo de confianca de 95% e erro
aceitavel de 5%, totalizando 147 animais, considerando populacdo felina de 2000 gatos atendida
no periodo de 2 anos no supracitado hospital. Informacdes referentes a idade, sexo, raca,
suspeitas clinicas e sinais clinicos apresentados durante consulta foram obtidos do prontuario

médico de cada felino.

Amostras bioldgicas e analise hematoldgica

Amostras de sangue (5mL) foram coletadas por puncdo da veia cefélica ou jugular e
inseridos em tubos com anticoagulante EDTA (acido etilenodiaminotetracético) a 10%. A
analise hematoldgica foi realizada no Analisador Hematoldgico Automatico Poch — 100 iv Diff
(Roche®), considerando anemia o valor de hematdcrito, hemoglobina e eritrdcitos inferiores a
24%, 8 e 5, respectivamente.* Adicionalmente, aliquotas de 1mL de sangue foram armazenadas

em microtubos a -20°C até o momento dos testes moleculares.

Reacgédo em Cadeia pela Polimerase convencional e quantitativo para Mycoplasma
haemofelis.

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada pelo método
fenol/cloroformio.*® A presenca de inibidores da PCR nas amostras de DNA foi testada

empregando o0 gene GAPDH, com os oligonucleotideos: GAPDHF (5°-
CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’) e GAPDHF (5’-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-
3’), segundo protocolo de Birkenheuer et al. (2003). A quantificagdo de DNA foi determinada

por absorbancia com espectofotdmetro NanoDrop ND-1000 em comprimento de onda de 260
e 280nm (luz UV), obtendo-se uma media de 77.7 + 81.7.
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A PCR convencional e a qPCR para a deteccdo e quantificagdo do Mycoplasma
haemofelis (Mhf), foram realizadas utilizando dois oligonucleotideos sintéticos, baseados na
regiao 16S RNA: OH-OK (Mhf 5° ATGCCCCTCTGTGGGGGATAGCCG-3") e 00CR-rl
(5’ ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG-3") que amplificam uma regido de 273pb.1° A
PCR convencional foi realizada em um volume final de 25 pl, contendo 10ng DNA, 50mM
MgCly, 10X Taq Buffer com 50 mM KCI, 1 mM dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo e 1
U de TagDNA polimerase (Fermentas ®). A reacdo de PCR envolveu desnaturacao inicial por
4 minutos a 94°C, 30 ciclos de 45 segundos para desnaturacdo a 94°C, 45 segundos de
anelamento a 56,8°C e 45 segundos de extenséo a 72°C, seguidos por um ciclo de extensao final
por 5 minutos a 72°C em um termociclador (MyCycler-Biorad®). Os produtos de amplificacéo
foram analisados em eletroforese em gel agarose 2%, corados com gelRed (Biotium®) e
observados em ChemiDoc™ XRS utilizando o software Image Lab™ Software e marcador de
massa molecular de 100 pb de DNA Ladder™ (Fermentas ®).

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e analisados pelo software Epilnfo 3.3.2 (CDC,
Atlanta, EUA), empregando os testes de associacdo a analise do qui-quadrado ou exato de
Fisher. A média das varidveis quantitativas foram analisadas pelo teste t de Student,

considerando significativo p<0,05

Resultados

Dentre os 147 felinos testados, em 42 (28.6% [IC 21.8-36.1]) foi detectado DNA de
Mycoplasma haemofelis. A PCR convencional detectou 23 (15.6% [IC 10.2-22.4]) felinos
positivos, ja a detecgdo de DNA no qPCR ocorreu em 41 (27.9% [IC 20.4-35.4]) animais. A
concorréncia entre 0 PCR convencional e o PCR quantitativo foi considerada substantiva (k
0.6). Dezoito felinos foram positivos no gPCR e negativos no PCR convencional e apenas um
animal foi positivo ao PCR convencional e negativo ao g°PCR, com concordancia entre.

Né&o foi observado correlacdo entre raca e idade em relacéo a infeccao por M.
haemofelis, no entanto as fémeas apresentaram risco 2 vezes maior de adquirir a infeccdo (OR
2.31) (Tabela 1). A carga bacteriana média encontrada nos felinos infectados foi de 103.512.148
copias/pl. Maior carga bacteriana média foi encontrada em felinos machos, sem raca definida
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e na faixa etaria entre sete e 24 meses (Tabela 1). Contudo, ndo foi observado diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1. Prevaléncia e carga bacteriana média de Mycoplasma haemofelis em relagéo a raca,
sexo e idade de felinos naturalmente infectados.

Variaveis Positivo Carga bacteriana Negativo P
N (%) copias/ pl (media) N (%)
Raca
SRD 32 (77.2) 85.898.693 91 (86.7) 0.19
CRD 10 (23.8) 3.031.629 14 (13.3)
Sexo
Macho 33 (78.6) 79.293.922 53 (50.5) 0.003*
Fémea 9 (21.4) 6.592.149 52 (49.5)
Idade <6
MESES 8 (19) 5.329.845 19 (18.1)
7 — 24 meses 20 (47.6) 116.885.762 43 (41) 0.82
25 — 96 meses 10 (23.8) 29.077.846 33 (31.4)
> 97 meses 4 (9.5) 716.564 10 (9.5)

Quanto aos pardmetros hematoldgicos, anemia foi observada em apenas seis (14.3%)
dos 42 felinos positivos para Mycoplasma haemofelis, e em 18 (17.14%) dos 105 felinos ndo
positivos, sem diferenca estatisticamente significativa (p=0.86). A média dos parametros

hematoldgicos dos felinos positivos e negativos para M. haemofelis estdo inseridos na tabela 2.

Tabela 2. Média dos parametros hematoldgicos dos gatos com e sem infeccdo por Mycoplasma

haemofelis.
Positivos Negativos
Variaveis Referéncia P
(Média) (Média)
Hematocrito (%) 24-45 31.86 32.6 0.32

Eritrocitos 5-10 6.9 7.1 0.29
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Hemoglobina 8-15 10.26 10.46 0.35
Leucdcitos Totais
(x 109 ) 5.5-19.5 16.77 18.82 0.22
Plaquetas
300-800 285.23 282.3 0.46
(x 10%/ ul)
Proteinas Plasmaticas
6.0-8.0 7.32 7.31 0.48
Totais (g/dL)
Carga bacteriana
103.512.148

(copia/ pul)

A carga bacteriana média dos felinos positivos e anémicos (47.139.035 copias/pl) ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos positivos ndo anémicos
(109.914.755 copias/ul) (p=0.19).

Discussao

InfeccBes por Mycoplasma sp em gatos provenientes de abrigos na regido do estudo ja
tem sido descrito, com prevaléncia de 8.4% ', inferior a prevaléncia de 28.6% encontrada nesta
pesquisa analisando gatos proveniente de ambiente hospitalar com diferentes queixas clinicas.
Vale ressaltar que nesta pesquisa, 0 enfoque foi para a espécie M. haemofelis, divergindo do
estudo supracitado que pesquisou as trés espécies de hemoplasmas que acometem gatos, M.
haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum’, Candidatus Mycoplasma turicensis.

A associacdo de duas técnicas moleculares, PCR convencional e PCR quantitativo
propiciou detectar um maior nimero de gatos infectados, justificando o uso de técnicas mais
sensiveis e especificas ®'® como a analise quantitativa pela PCR que ja demonstrou ser capaz de
detectar limites inferiores de 1 e 10 copias de DNA / reagdo  No entanto, um ponto que deve
ser analisado na comparacdo de tais técnicas é o niumero de hemoplasmas circulante no sangue
que pode levar a resultados alternados entre positivos e negativos da PCR, tal ciclismo pode ser
devido ao sequestro de 6rgdos, mas ndo ha evidéncia conclusiva para isso ainda identificada.®
20Apesar disto, a concordancia das duas técnicas foi considerada substantiva nesta pesquisa.

O ndo encontro de alteraces significativas nas contagens de células brancas, plaquetas
e proteinas plasmaticas totais tem sido descrita na infeccdo por hemoplasmas.?! Quando

presentes cursam com leucopenia, por neutropenia ou linfopenia associadas a doencas
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secundaria que induzem a imunossupresso, estresse, como as retroviroses® ° °2223 predispondo
a manifestacdo clinica da infeccdo por hemoplasmas em gatos. A infeccao por retroviroses foi
descrita em apenas cinco felinos amostrados nesta pesquisa, trés co-infectado com o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e dois com o virus da leucemia felina (FeLV).

O encontro de felinos fémeas com um risco de adquirir a infec¢do duas vezes maior que
os machos contradizem outros estudos 32! 2 24 2%que encontraram maior prevaléncia em gatos
machos associando ao estilo de vida livre e comportamento mais agressivo desse género
resultando em aumento da exposicéo e transmissdao. Apesar de ndo significativo, vale ressaltar
que maior porcentagem de gatos positivos eram adultos jovens de até 24 meses, contrapondo a
associacao ja encontrada de maior prevaléncia em animais em idade adulta e idosos 1822, Apesar
de ndo encontrada uma associacdo estatisticamente significativa, a maior carga bacteriana
encontrado em felinos machos, sem raca definida e na faixa etaria entre sete e 24 meses
explicase pelo maior nimero de animais nesses grupos, apesar da amostragem ter sido obtida
de forma aleatoria.

A anemia € a principal alteracdo clinica e laboratorial associada a infeccdo por
hemoplasmas.'® O M. haemofelispossui como caracteristica aderir-se nos glébulos vermelhos,
desta forma, causando lise dos eritrocitos e proporcionando um quadro clinico de anemia leve
a grave e ictericia. O grau de anemia esta associado a intensidade da infeccdo e também ao
sistema imunoldgico do paciente.® Contudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa na ocorréncia de anemia e infeccdo por M. haemofelis nos felinos desta pesquisa.
Este resultado ja tem sido descrito na literatura. 18262327 28 Apesar da infec¢o por M. haemofelis
ter sido descrita como mais severa em comparacao as outras espécies de hemoplasmas que
acometem felinos 2° 2! tal afirmacéo ndo foi encontrada neste estudo, apesar da média de
hematdcrito ter sido inferior aos dos felinos ndo infectados. Adicionalmente, ndo foi encontrada
associacdo entre niveis elevados de carga bacteriana e a presenca de anemia. Pesquisas tem
demonstrado infeccéo ciclica dos hemoplasmas, no qual o maior nimero de cdpias atinge o pico
circulante em 18 dias pds-infeccdo.!® Porém, a infeccdo natural dos felinos pesquisados
impossibilita inferir a fase de infeccdo e sua associacdo com 0s niveis dos pardmetros

hematoldgicos.

Concluséao
Conclui-se que a infeccdo por M. haemofelis esteve presente em felinos com e sem

anemia, e embora a anemia seja uma das principais implicag0es da infecdo por M. haemofelis,
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neste trabalho ndo foi evidenciada essa associagdo aos niveis da carga bacteriana sanguinea
circulante. A associacdo de PCR convencional com o PCR quantitativo possibilitou detectar a

infeccdo por M. haemofelis em um nimero maior de felinos.
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