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A presente dissertacdo foi escrita de acordo com a antiga grafia.



Epigrafe

Ode ao Gato

“Tu e eu temos de permeio

a rebeldia que desassossega,

a matéria compulsiva dos sentidos.
Que ninguém nos dome,

que ninguém tente

reduzir-nos ao siléncio branco da cinza,
pois nos temos félegos largos

de vento e de névoa

para de novo nos erguermos

e, sobre o desconsolo dos escombros,
formarmos o salto

que leva a gléria ou a morte,
conforme a harmonia dos astros

e a regra elementar do destino.”

(José Jorge Letria)
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Resumo

Os micoplasmas hemotropicos sdo agentes bacterianos que infectam os eritrocitos.
Existem quatro espécies que se sabe infectarem os gatos: Mycoplasma haemofelis,
“Candidatus Mycoplasma haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma turicensis” e
“Candidatus Mycoplasma haematoparvum”. Foi objectivo do presente trabalho avaliar,
por diagnostico molecular, numa amostra de 157 gatos errantes que habitam a ilha de
Faro, a presenca de infeccdo por Mycoplasma spp. Nestes animais foi feita a recolha de
sangue periférico, tendo, ainda, sido recolhidos dados referentes a idade, sexo, presenca
de ectoparasitas e sinais clinicos exibidos. A deteccdo de Acido Desoxirribonucleico
(DNA, do inglés “Desoxirribonucleic Acid”) de Mycoplasma spp. foi feita atraves de
Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés “Polymerase Chain Reaction”) e a
identificacdo da espécie por hidrolise com enzimas de restricdo. A reacgdo de PCR
permitiu encontrar um total de 20,4% de gatos infectados com Mycoplasma spp. As
diferentes espécies apresentaram a seguinte distribuicdo: “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” foi o mais prevalente, com 7% em infec¢do Unica, seguido de
Mycoplasma haemofelis com 4,46%. “Candidatus Mycoplasma turicensis” foi
detectado em 1,27% das amostras. A infeccdo mista com Mycoplasma haemofelis e
“Candidatus Mycoplasma haemominutum” foi encontrada em 7,64% dos animais. A
analise dos factores de risco demonstrou que o ser macho e a idade adulta foram
factores de risco para a infecgdo por hemoplasmose, mas ndo a presenga de pulgas. Os
micoplasmas hemotropicos sdo agentes ubiquitarios, distribuidos mundialmente, com
uma prevaléncia real variavel mas significativa, existindo varias espécies capazes de
infectar os gatos. Estas espécies devem ser distinguidas devido as diferencas de
potencial patogénico, sendo o método de deteccdo mais eficaz a PCR.

Palavras-chave: Mycoplasma spp., Hemoplasmose, PCR, Gato, Ilha de Faro



Abstract

Hemotrophic mycoplasmas are bacterial agents that infect the red blood cells. There are
four species known to infect cats: Mycoplasma haemofelis, “Candidatus Mycoplasma
haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma turicensis” and “Candidatus Mycoplasma
haematoparvum”. The aim of this study was to evaluate, by molecular diagnosis, in a
sample of 157 stray cats from Ilha de Faro, the presence of Mycoplasma spp. In these
animals peripheral blood was collected, as well as data regarding age, sex, presence of
ectoparasites and clinical signs exhibited. The detection of Mycoplasma spp.
Deoxyribonucleic Acid (DNA) was performed by Polymerase Chain Reaction (PCR)
and species identification by hydrolysis with restriction enzymes. PCR reaction allowed
to find 20,4% of the studied cats infected with Mycoplasma spp. The different species
were distributed as follows: “Candidatus Mycoplasma haemominutum” was the most
prevalent, with 7% in single infection, followed by Mycoplasma haemofelis with 4,46%.
“Candidatus Mycoplasma turicensis” was detected in 1,27% of the samples. Mixed
infection with Mycoplasma haemofelis and “Candidatus Mycoplasma haemominutum”
was found in 7,64% of the animals. The analysis of risk factors showed that male sex
and adulthood were risk factors for hemoplasmosis infection, but not the presence of
fleas. The mycoplasmas are ubiquitous hemotrophic agents distributed worldwide, with
an actual prevalence variable but significant. There are several species capable of
infecting cats. These species should be distinguished due to its differences in the

pathogenic potential. PCR is the most effective detection method.

Keywords: Mycoplasma spp, Hemoplasmosis, PCR, Cat, Ilha de Faro



Lista de siglas, simbolos, acrénimos e abreviaturas

% — Percentagem

x g — Aceleracdo gravitacional (unidade de forca centrifuga relativa)
puL — Microlitro

pum — Micrémetro

16S rRNA — Subunidade 16S do Acido Ribonucleico Ribossémico, do inglés “16S
Ribosomal Ribonucleic Acid”

ACVIM - Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria, do inglés
“American College of Veterinary Internal Medicine”

ALT — Alanina aminotransferase

AST — Aspartato aminotransferase

CMhm — “Candidatus Mycoplasma haemominutum”
CMhp - “Candidatus Mycoplasma haematoparvum”
CMt — “Candidatus Mycoplasma turicensis”

CPDA-1 - Solucdo anticoagulante de citrato de adenina-dextrose-fosfato, do inglés
“Anticoagulant Citrate Phosphate Dextrose Adenine Solution”

CPK — Creatina fosfoquinase
DNA — Acido Desoxirribonucleico, do inglés “ Desoxiribonucleic acid”
dNTPs — Desoxiribonucleosidos trifosfato

EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético, do inglés “Ethylenediaminetetraacetic
acid”

Et al. — E outros, da locucéo latina “et alli”
EUA — Estados Unidos da América
FeLV — Virus da Leucemia Felina, do inglés “Feline Leukemia Virus”

FIV — Virus da Imunodeficiéncia Felina, do inglés “Feline Immunodeficiency
Virus”
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FMV — Faculdade de Medicina Veterinaria

g - Grama

gDNA — DNA genomico

GGT — Gama Glutamil Transferase

h —Hora

HCT — Hematocrito

IFI — Imunofluorescéncia Indirecta

kb — Kilobase

kg — Quilograma

LACH — Laboratério de Analises Clinicas e Histopatologia
m/v — Massa por volume

mg — Miligrama

MgCl,— Cloreto de Magnésio

Mhf — Mycoplasma haemofelis

mL — Mililitro

mM — Milimolar

nm — Nandmetro

°C — Graus Celsius

Pb — Pares de bases

PBS — Tampéo fosfato salino, do inglés “Phosphate-Buffered Saline”
PCR — Reaccéo em Cadeia da Polimerase, do inglés “Polymerase Chain Reaction”
PIF — Peritonite Infecciosa Felina

PO — Por via oral, da locugao latina “per 0s”

rRNA — RNA ribossomal

RFLP — Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrigdo, do inglés
“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”

RNA — Acido Ribonucleico, do inglés “Ribonucleic Acid”
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RNase P — ribonuclease P, do inglés “P RNase”

SID — Uma vez ao dia, da locugdo latina “semel in die ”

TBE — Tris-Borato-EDTA

TSA — Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos

Ul — Unidades Internacionais

ULHT — Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
V —Volt

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

pmol — Picomol
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| — Actividades desenvolvidas durante o estagio curricular

1 — Introducéo

A autora desenvolveu o seu estagio curricular do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinéria no Laboratério de Andlises Clinicas e Histopatologia (LACH) da
Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) da Universidade Lus6fona de Humanidades
e Tecnologias (ULHT). Este teve a duracéo de quatro meses e meio, tendo decorrido de
1 de Setembro de 2015 a 15 de Janeiro de 2016, sob a orientacdo da Professora Doutora
Margarida Alves. O estagio constou, essencialmente, de duas partes: i) projecto de
investigacdo conducente a elaboracdo da dissertacdo de mestrado e ii) realizacdo de
exames laboratoriais na area da Patologia Clinica, realizados no laboratério que serve de
apoio ao Hospital Escolar Veterinario da FMV-ULHT.

Relativamente a primeira parte, com uma duracdo aproximada de dois meses,
foram efectuadas varias técnicas moleculares para a totalidade das amostras em estudo,
que serdo descritas em pormenor mais a frente na presente dissertag&o.

Durante a segunda parte do estagio, foram efectuados: hemogramas,
bioquimicas sanguineas varias, observacdo de esfregacos sanguineos, observacdo de
citologias (auriculares, oculares, de massas, de exsudados provenientes de varias regides
anatémicas), urianalises, ionogramas, testes endocrinoldgicos, analises bacterioldgicas,
pesquisa de parasitas e serologias, de acordo com a informacdo que se segue sob a
forma de graficos, e distribuida por areas de actuacdo dentro da Patologia Clinica,
perfazendo a totalidade de 1562 analises. Esta parte do estagio teve uma duragéo

aproximada de dois meses e meio.
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2 — Areas de actuacio

2.1 — Hematologia

Na area de hematologia, a mais abrangente durante a realizacdo do estagio
(figura 1), além dos hemogramas, efectuados num equipamento BC-5300Vet
(Mindray), analisaram-se varios esfregacos sanguineos de sangue periférico,
correspondentes a alguns dos hemogramas efectuados. Os esfregacos foram corados
com Giemsa (Bio-Optica Index) e observados ao microscépio Optico. Nestes,
verificava-se se existiam sinais de possivel regeneracdo em anemias (anisocitoses,
policromasias, alteracdes conformacionais eritrocitarias), a presenca de alteracdes
toxicas nos neutrdfilos, de agregados plaquetarios e a confirmagdo das contagens de
algumas linhas celulares, nomeadamente leucocitarias. Nalguns casos, observava-se a
presenca de formas imaturas de eritrocitos (por exemplo, metarrubricitos) e de
leucécitos, nomeadamente neutréfilos em banda. Uma das técnicas efectuadas foi a
contagem de reticuldcitos com recurso ao corante Azul Cresil Brilhante para avaliar o
nivel de regeneracdo nas anemias. Nos casos em que havia trombocitopénia verdadeira
foi feita a contagem de plaquetas. Foram efectuadas varias tipificacdes sanguineas pré-
transfusionais e testes de gota a fresco para averiguar a presenca de microfilarias.
Foram, ainda, realizados varios microhematdcritos, uma abordagem réapida e pratica

para determinacao de hematdcrito.
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Figura 1 — Distribuicdo das diferentes técnicas hematologicas realizadas e respectiva
frequéncia.
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2.2 — Bioquimica sanguinea

As bioguimicas sanguineas foram realizadas num equipamento Spotchem EZ SP
4430 Arkray (Menarini), em plasma heparinizado ou soro. As andlises realizadas estdo

evidenciadas na figura 2.
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Figura 2 — Frequéncia dos diferentes exames de bioquimica sanguinea efectuados. ALT/GPT —
Alanina Aminotransferase. AST — Aspartato Aminotransferase. CPK — Creatina Fosfoquinase.
GGT — Gama Glutamil Transferase.

A hormona tiroideia, denominada tiroxina (T4) total, embora considerada como
andlise endocrinologica, e sendo a unica de endocrinologia a ser efectuada no LACH,
foi aqui incluida por questdes de natureza pratica. Esta foi efectuada com recurso ao
SNAP T4 Test Kit (IDEXX Laboratories), no equipamento Vet Test 8008 (IDEXX). Os
ionogramas foram, também, realizados recorrendo-se a cassetes especificas, tendo sido

efectuados num equipamento Vet Stat Electrolyte and Gas Analyzer (IDEXX).
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2.3 - Urianalise

Nesta area da Patologia Clinica, efectuaram-se varias urianalises, tal como
evidenciado na figura 3. Estas contemplaram a avaliacdo de varios parametros
macroscopicos como cor, aspecto, cheiro, densidade urinaria e avaliacdo de outros

parametros, nomeadamente, proteina e hemoglobina na tira urinaria.
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Figura 3 — Distribuicdo de técnicas de urianalise efectuadas e respectiva frequéncia.

Os sedimentos urinarios foram, sempre, observados ao microscépio, sendo 0s
cristais mais visualizados os de estruvite, seguidos dos de oxalato de céalcio. Numa das
observacdes distinguiram-se cristais de xantina num animal a fazer tratamento para a
leishmaniose com Alopurinol. Nalguns casos foi, ainda, possivel visualizar presenca de
um namero elevado de células de descamacdo, leucocitos e/ou eritrocitos, assim como
presenca de bactérias, indicando infeccdo urindria; outros tinham cilindros de diferentes
tipos. Nos machos, foi possivel observar espermatozoides, achado sem significado
patolégico. O racio proteina/creatinina foi efectuado para averiguar o estado do

metabolismo renal dos animais num equipamento Vet Test 8008 (IDEXX).
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2.4 — Citologia

Durante o periodo de estagio, foram realizadas 60 citologias. Estas foram
coradas com Giemsa (Bio-Optica Index). Nas citologias auriculares observou-se a
existéncia de células inflamatdrias e, no caso de inflamacéo purulenta, foi tida particular
atencdo para o sobrecrescimento de Malassezia spp., a presenca de bactérias fagocitadas
ou por fagocitar, a presenca de acaros e existéncia de tumores ou poélipos. Numa
citologia auricular comum observam-se, com frequéncia, queratina e células de
descamacao.

No caso de citologias oculares foi possivel observar presenca de células
inflamatorias, associadas, ou ndo, a bactérias.

Observaram-se varias citologias de massas provenientes de diversas regies
anatdmicas com suspeita tumoral, tendo sido caracterizadas as diferentes morfologias
celulares. Dos tumores observados destacam-se: mastocitomas, linfomas, lipomas,
tumores venéreos transmissiveis e tumores varios de natureza epitelial ou
mesenquimatosa.

As citologias menos frequentes foram as de uma lavagem broncoalveolar, num
caso com forte suspeita de Peritonite Infecciosa Felina (PIF), outro de uma neoplasia

epitelial e uma citologia de lipidose hepatica.
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2.5 — Microbiologia

Na microbiologia, a urocultura foi das analises mais realizadas, como observavel na
figura 4. As restantes culturas foram de diversos exsudados, com o respectivo
antibiograma, técnica realizada com a finalidade de identificar os antibioticos aos quais

o(s) agente(s) sdo resistentes e sensiveis, para se poder definir uma terapéutica

adequada.
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Figura 4 — Distribuicdo das diferentes técnicas microbioldgicas efectuadas e respectiva
frequéncia. TSA — Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos.

A cultura de fungos foi uma analise requisitada, com frequéncia, em pélos, nos
quais se observavam, por exemplo, dermatofitos como Trychophyton spp., apo6s

coloracdo com Azul de Lactofenol (Merck).
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2.6 — Parasitologia

No que diz respeito as técnicas parasitoldgicas realizadas (figura 5), recorreu-se,
principalmente, a técnica de Willis ou flutuagcdo para pesquisar a existéncia de ovos e

oocistos, em fezes de um Unico dia ou de varios dias.

N° de casos
o N SN (o)} oo
1

Pesquisa de parasitas Pesquisa de parasitas
fecais pulmonares

Figura 5 — Técnicas parasitarias efectuadas e respectiva frequéncia.

2.7 — Serologia

Os testes seroldgicos efectuados, tal como visivel na figura 6, foram: o teste de
FIVIFeLV, que consistiu num teste rapido SNAP Combo Plus FeLV Antigen/FIV
Antibody test Kit (IDEXX Laboratories) feito em plasma ou soro e o perfil 2 de
hemoparasitas, que consistiu num teste de Imunofluorescéncia Indirecta (IFI) para
pesquisa de Ehrlichia spp. (MegaFLUO® EHRLICHIA canis — Diagnostik Megacor),
Rickettsia spp. (MegaFLUO RICKETTSIA, Diagnostik Megacor) Babesia spp.
(MegaFLUO® BABESIA canis, Diagnostik Megacor) e Leishmania spp. (MegaScreen
FluoLeish, Diagnostik Megacor).

N° de casos

Perfil 2de  Teste FIV/FeLV
hemoparasitas

Figura 6 — Diferentes testes seroldgicos efectuados e respectiva frequéncia.
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Il — Pesquisa de micoplasmas hemotropicos em gatos errantes
da Ilha de Faro

1- Introducéo tedrica

1.1 — Abordagem historica e nomenclatura

Os organismos aderidos a superficie de eritrocitos felinos foram primeiro
identificados por Clark, na Africa do Sul, em 1942, num gato anémico, sendo
denominados por Eperythrozoon felis (Small & Ristic, 1971; Sykes, 2010).
Aproximadamente 10 anos mais tarde, organismos similares foram reconhecidos em
gatos no Colorado, nos Estados Unidos da América (EUA) (Flint & Moss, 1953). Em
1956, com base na sua morfologia, foi sugerida a designacdo de Haemobartonella felis
(Flint & McKelvie, 1956). A infecgéo foi, entretanto, sendo identificada em gatos de
outros estados americanos (Balazs et al., 1961; Small & Ristic, 1971) e noutros paises
nomeadamente Reino Unido e Australia (Seamer & Douglas, 1959; Harbutt, 1963).
Com o aparecimento e desenvolvimento das técnicas de Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR, do inglés “Polymerase Chain Reaction”) nos anos 90, tornou-se
possivel a sua deteccdo molecular. Mais tarde, a andlise da sequéncia do gene da
subunidade 16S do Acido Ribonucleico Ribossomico (rRNA, do inglés “ Ribossomal
Ribonucleic Acid”) (16S rRNA) revelou existir grande semelhanca e proximidade
geneética entre estes organismos e 0os micoplasmas, tendo Haemobartonella felis sido
redesignada por Mycoplasma haemofelis (Mhf) (Neimark et al., 2001; Neimark et al.,
2002). Por volta da mesma altura, outro organismo eperitrocitico foi detectado na
California num gato com infeccdo pelo Virus da Leucemia Felina (FeLV, do inglés
“Feline Leukemia Virus”). Este organismo tinha, aproximadamente, metade do tamanho
de Mycoplasma haemofelis e era muito menos patogénico. Inicialmente referido como a
forma pequena ou variante da Califérnia de Haemobartonella felis, tomou depois a
designacgéo de “Candidatus Mycoplasma haemominutum” (CMhm) (Foley et al., 2001;
Sykes, 2010). Trés anos mais tarde, um terceiro micoplasma — “Candidatus
Mycoplasma turicensis” (CMt) foi identificado e caracterizado na Sui¢a, num gato com

anemia hemolitica grave (Willi et al., 2005) e, posteriormente, noutras regides do
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mundo como a Australia, Africa do Sul e Reino Unido (Willi et al., 2006a). Este foi
descoberto com recurso a técnica de PCR e nunca havia sido identificado em esfregagos
sanguineos (Sykes, 2010). Num estudo efectuado nos EUA, foi referido um outro
agente hemotrépico que pode infectar o gato, similar aos hemoplasmas caninos, que foi
denominado “Candidatus Mycoplasma haematoparvum” (CMhp) (Sykes et al., 2005).
A informacéo sobre a importancia deste agente em gatos é, ainda, escassa, encontrando-
se documentado em poucos artigos (Sykes et al., 2007; Martinez-diaz et al., 2013).
Assim, na presente dissertacdo, serdo consideradas apenas trés espécies de micoplasmas
que infectam o0 gato: Mycoplasma haemofelis, “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” e “Candidatus Mycoplama turicensis”. Na tabela 1 apresenta-se um
resumo com as principais caracteristicas distintivas de cada uma das trés espécies

consideradas.
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Tabela 1 — Comparacdo entre as diferentes espécies de micoplasmas hemotropicos felinos
(Messick & Harvey, 2011).

Mycoplasma haemofelis

“Candidatus Mycoplasma
haemominutum”

“Candidatus
Mycoplasma
turicensis”

Sinénimos

Achados
morfoldgicos

Sinais
clinicos

Variante grande, estirpe de
Haemobartonella felis Ohio,
estirpe da Florida, estirpe de
Oklahoma, estirpe do Illinois.

Comum em esfregacos
sanguineos. Forma cocdide em
zonas de multicamada e forma
de anel ou bastonete em zonas
de monocamada.

Depressao, febre, anemia,
desidratacao,
hepatoesplenomegalia,
linfadenomegalia, ictericia,
dispneia.

Variante pequena de
Haemobartonella felis,
estirpe da Califérnia,
estirpe de Birmingham.

Rara em esfregacos
sanguineos. Cora
levemente. Bastonetes de
pequenas dimensdes, com
forma cocéide ou,
raramente, de anel.

Quase inexistentes ou
ausentes: a anemia mais
grave pode estar associada
a outros factores.

Variante da Suica e
estirpe de Zurique.

Né&o observados. Apenas
identificados por
caracterizacao
molecular.

Anemia moderada a
grave em gatos
infectados
experimentalmente. Em
gatos naturalmente
infectados estdo
envolvidos varios
factores.

A designacdo de Candidatus para trés dos hemoplasmas felinos reflecte a sua

classificacdo provisoria na nomenclatura bacteriana, devido ao facto de a sua

caracterizagdo, especialmente fenotipica, ndo ser possivel em virtude da impossibilidade

de cultura in vitro destes agentes. Mycoplasma haemofelis ndo tem este estatuto, apesar

de também né&o ser cultivavel in vitro, pois representa 0 novo nome de uma espécie que

ja existia (Haemobartonella felis) e, de acordo com as regras da nomenclatura, a

denominacdo de Candidatus ndo pode ser atribuida retrospectivamente (Tasker, 2010).
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1.2 — Etiologia e Filogenia

Os micoplasmas hemotrdpicos ou hemoplasmas sdo bactérias eperitrociticas por
infectarem eritrocitos, aderindo a sua superficie (Tasker, 2010). Estas ndo sdo
cultivaveis in vitro, sdo pleomorficas e podem causar anemia hemolitica mais ou menos
grave. Estas bactérias infectam uma grande variedade de mamiferos e encontram-se
distribuidas mundialmente. Estes agentes, anteriormente, designados por
Haemobartonella felis, de acordo com a terminologia adoptada por autores americanos
e canadianos ou Eperythrozoon felis, designacéo apoiada por ingleses e europeus, Sao 0s

causadores da Anemia Infecciosa Felina (Small & Ristic, 1971).

Do ponto de vista taxondmico, trata-se de um microorganismo incluido no grupo
das riquétsias, ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae (Neimark et al., 2001;
Willi et al., 2007b; Tasker, 2010). Devido ao parasitismo obrigatério dos eritrdcitos,
coloragdo gram-negativa, reduzidas dimensdes e suspeita de transmissdo por vectores
artropodes, a analise da sequéncia dos genes da porcao 16S rRNA de Haemobartonella
spp. e a dados filogenéticos, estes agentes foram colocados num grupo de micoplasmas
de crescimento fastidioso (Neimark et al.; 2001; Sykes, 2010). Estas espécies sdo mais
aparentadas com a familia Mycoplasmataceae, relacdo que é suportada por algumas
caracteristicas fenotipicas dos micoplasmas hemotrdépicos, como o genoma e tamanho
reduzidos, o crescimento fastidioso e a auséncia de parede celular e flagelos.
Apresentam, ainda, resisténcia as penicilinas e susceptibilidade as tetraciclinas (Willi et
al., 2007b; Tasker, 2010). Desta analise filogenética resultou a inclusdo destes agentes
infecciosos num unico cluster, préximo do grupo de Mycoplasma pneumoniae,
agrupando os agentes em dois clados distintos, um contendo “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” e espécies relacionadas e o outro Mycoplasma haemofelis,
“Candidatus Mycoplasma turicensis” e Mycoplasma haemocanis (Neimark et al., 2001;
Tasker et al., 2003a; Peters et al., 2008). Para além da analise filogenética ja referida,
outros estudos sugerem, como método alternativo, a analise do gene da ribonuclease P
(RNase P) e outros marcadores ndo ribossomais como auxilio a construgdo de arvores
filogenéticas em conjunto com os dados do RNA ribossémico. Os resultados obtidos
coincidem com o anteriormente descrito, apesar de algumas pequenas diferencgas
(Tasker et al., 2003; Peters et al., 2008; Hicks et al., 2014a).
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Alguns autores estdo contra a classificacdo dos hemoplasmas e sua inclusao no
Género Mycoplasma, defendendo, ndo s6 que demonstram uma similaridade
filogenética relativamente reduzida com bactérias deste grupo, como nédo tém em conta
a grande diferenca nas caracteristicas biologicas entre ambos os grupos (Uilenberg et
al., 2004). Assim, os micoplasmas sdo considerados, tipicamente, como bactérias que
colonizam e se multiplicam nas membranas mucosas dos hospedeiros, nomeadamente
tractos respiratorio e urogenital com rara penetracdo na submucosa ou sangue, (Razin et

al., 1998) ao passo que os hemoplasmas tém as caracteristicas ja mencionadas.

1.3 — Morfologia

Os micoplasmas hemotrépicos sdo organismos que, quando observados ao
microscopio Optico, em esfregacos sanguineos corados, podem aparecer com um
formato de coco, bastonete, ser esféricos ou em forma de anel, podendo encontrar-se,
nos glébulos vermelhos, individualmente ou em cadeias (Messick & Harvey, 2011).
Maede et al. (1975) referiram no seu estudo a presenca de organismos
predominantemente discdides, alguns deles em forma de cocos ou de anel, corados de
roxo ou violeta claro, correspondendo ao que anteriormente era designado como
Haemobartonella felis, presumivelmente a variante de maiores dimensdes, actualmente
denominado de Mycoplasma haemofelis.

“Candidatus Mycoplasma haemominutum” € estruturalmente semelhante a
Mycoplasma haemofelis, apesar de ser de menores dimensfes que este e de a sua
observagcdo por microscopia Optica apresentar resultados discrepantes (Messick &
Harvey, 2011; Willi et al., 2011). Nas figuras 7 e 8 observam-se eritrocitos infectados,
respectivamente, por Mycoplasma haemofelis e “Candidatus Mycoplasma

haemominutum”.
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Figura 7 — Mycoplasma haemofelis no esfregaco sanguineo de um gato infectado, com anemia
regenerativa, observando-se a forma de anel, cocoide e em bastonete (Messick & Harvey,
2011).

Figura 8 — “Candidatus Mycoplasma haemominutum” no esfregaco sanguineo de um gato
infectado, com formas cocdides, e anemia moderada com auséncia de regeneragdo (Messick &
Harvey, 2011).

Independentemente do método de preparacdo utilizado ndo foi possivel
identificar “Candidatus Mycoplasma turicensis” através da observacdo de esfregacos
sanguineos (Willi et al., 2011). Na opinido dos mesmos autores, tal resultado pode
dever-se a reduzida carga dos agentes no sangue durante a infeccéo.

Mais a frente, serdo abordadas, com maior detalhe, as caracteristicas dos
organismos quando observados ao microscopio 6ptico, no capitulo denominado de

diagnostico citoldgico.
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A morfologia ultraestrutural (observada no microscopio electronico de
transmissdo e de varrimento) dos varios hemoplasmas foi descrita por varios grupos. No
seu conjunto, os achados mostram uma grande similaridade ultraestrutural entre agentes
micoplasmicos eritrocitarios.

Genericamente, 0s organismos infectantes apresentam-se redondos a
alongados, com 0.3 a 3 um de didmetro (figura 9), envolvidos por uma Gnica membrana

a delimita-los.

Figura 9 — Fotomicrografia de microscopia electronica de eritrocitos de um gato

infectado com Mycoplasma haemofelis (Messick & Harvey, 2011).

Apesar de ndo terem nucleo, verifica-se a presenca de pequenos granulos e algumas
estruturas filamentosas no seu citoplasma. As bactérias aderem mas ndo penetram na
superficie das hemécias. S&o encontradas em invaginagdes e depressdes profundas da
superficie, com uma regido livre de 15 a 25 nandmetros (hm) a separar a bactéria da
membrana do glébulo vermelho. Fibrilas delicadas do organismo estendem-se através
desta zona livre, permitindo a adesdo do organismo a célula hospedeira (Messick,
2004). Nos estudos anteriormente referidos, os organismos referem-se a espécie
Mycoplasma haemofelis. “Candidatus Mycoplasma haemominutum” apresenta uma
ultraestrutura similar a outros Mollicutes, uma dimenséo de aproximadamente 0,3 pum,
correspondendo a metade do tamanho de Mycoplasma haemofelis. Possui uma
membrana plasmatica a delimitar mas ndo tem parede celular ou outras estruturas
membranares internas (Foley et al., 2001; Messick & Harvey, 2011). “Candidatus
Mycoplasma turicensis”, ultraestruturalmente, é similar aos outros hemoplasmas ja

descritos, embora exiba um diametro ligeiramente inferior ao de Mycoplasma
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haemofelis, de aproximadamente 0,3 um, mas idéntico ao de “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” (Willi et al., 2011).

1.4 — Epidemiologia

Os hemoplasmas felinos encontram-se em animais domeésticos e errantes um
pouco por todo o mundo, embora o valor da prevaléncia real da doenca causada por

estes microorganismos varie geograficamente.

As infeccdes com hemoplasmas foram, também, detectadas em felinos
selvagens no habitat natural e em cativeiro, provenientes de varias regides do mundo,
como a Europa, Africa e América do Sul, sendo que em varios casos demonstraram ser
altamente prevalentes. Foram, ainda, detectadas infeccdes com mais do que um agente,
com a prevaléncia a ser superior em animais no habitat natural, comparativamente
aqueles em cativeiro (Willi et al., 2007c). Os mesmos autores descreveram, ainda, que
existem variacGes geograficas que podem resultar de diferengas climéaticas, com os
locais mais quentes a aparentarem ter maiores prevaléncias de hemoplasmas. Tal
resultado parece obter-se, também, em gatos domésticos, dando mais forca a hipdtese da
transmissao por vectores artropodes. O estudo dos hemoplasmas em felinos selvagens,
tal como documentado por Willi e colaboradores (2007c), revela-se de extrema
importancia, porquanto estes podem representar um reservatério para 0s agentes
infecciosos, devido a frequente exposi¢cdo do gato domestico a vectores artropodes

hematofagos.

Genericamente, no que diz respeito a distribuicdo da infeccdo por micoplasmas
hemotrdpicos pelo mundo, tem-se que Mycoplasma haemofelis, apesar de ser a espécie
mais patogénica, é considerada a de menor ou de prevaléncia intermédia entre as que
foram estudadas na presente dissertacdo. “Candidatus Mycoplasma haemominutum” € a
especie identificada com maior prevaléncia, com maior ocorréncia em gatos mais
velhos. “Candidatus Mycoplasma turicensis” apresenta um valor de prevaléncia
idéntico, ou ligeiramente superior ou inferior a Mycoplasma haemofelis, consoante 0s

estudos e regiGes analisadas. Esta espécie tem sido associada, frequentemente, com
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outros hemoplasmas, aparecendo em infec¢Ges duplas ou triplas, principalmente com
“Candidatus Mycoplasma haemominutum” (Sykes, 2010; Tasker, 2010). A co-infecgéo
mais comum € aquela que associa Mycoplasma haemofelis com “Candidatus
Mycoplasma haemominutum”. A informacédo existente sobre a distribuicdo mundial da
espécie “Candidatus Mycoplasma haematoparvum” em gatos &, ainda, escassa, embora
tenha sido identificada em gatos nos EUA (Sykes et al., 2007) e em Portugal (Martinez-
Diaz et al., 2013).

1.4.1 — Hemoplasmose em Portugal

Actualmente, sdo, ainda, escassos 0s estudos relativos a prevaléncia de
hemoplasmas em Portugal. Um dos existentes refere-se a prevaléncia dos micoplasmas
hemotrdpicos em gatos com proprietario, errantes e de abrigos, das regides Centro e
Norte do Pais em que os autores obtiveram uma prevaléncia total para a infeccdo por
hemoplasmas de 43,44% (tabela 2) (Martinez-Diaz et al., 2013). Como hemoplasma
mais prevalente os autores encontraram “Candidatus Mycoplasma haemominutum”,
com uma prevaléncia total de 61,8%. A prevaléncia de Mycoplasma haemofelis foi de
14,1%. Ja a co-infeccdo com maior prevaléncia foi a que juntou Mycoplasma haemofelis
e “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, com um valor de 23,7%. Por PCR em
tempo real, os mesmos autores identificaram a espécie “Candidatus Mycoplasma
haematoparvum”, a qual apareceu, apenas, em co-infeccbes com o0s restantes
hemoplasmas, em 6,4% dos casos em infec¢do dupla com “Candidatus Mycoplasma
haemominutum”, em 2,2% dos casos em infeccdo tripla com “Candidatus Mycoplasma
turicensis” e Mycoplasma haemofelis, em infeccéo tripla com “Candidatus Mycoplasma
turicensis” e “Candidatus Mycoplasma haemominutum” em 0,7% dos casos e em
infeccdo quadrdpla com as outras trés espécies de hemoplasmas em 0,7%, perfazendo
uma percentagem total desta especie de 4,38%. Quanto a espécie “Candidatus
Mycoplasma turicensis”, foi encontrada em 1,25% dos gatos. Mais recentemente,
Duarte e colaboradores (2014) estudaram a epidemiologia destas espécies bacterianas
nas populacGes de gatos rurais e urbanas das regides nacionais do Centro e Sul. A
deteccdo e identificacdo foram efectuadas com recurso a técnica de PCR em tempo real,

em animais com proprietario, de abrigo, errantes e dadores de sangue. A prevaléncia
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total de infeccdo por hemoplasmas foi de 27,1% com as seguintes distribuigdes por
espécie de micoplasma: 7,6% com Mycoplasma haemofelis, 10,6% com “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” e 0,8% com “Candidatus Mycoplasma turicensis”, todos
eles em infeccdo Unica. Ja no que diz respeito a co-infeccdo dupla ou tripla os autores

encontraram uma prevaléncia de 8,1%.

Num outro trabalho, que teve como objectivo identificar a prevaléncia de
Mycoplasma haemofelis num Hospital Veterindrio em Almada, Pais (2013) encontrou,
por PCR, uma prevaléncia deste agente de 20,7%.

Para além destes, foi, ainda, efectuado um estudo, com animais apresentados a
consulta num Hospital Veterinario da regido de Parede, suspeitos de ter anemia. Foi
descrito um valor de 69,7% de animais positivos, através de PCR em tempo real, para a
espécie Mycoplasma haemofelis, a Unica a ser avaliada no estudo referido (Vicente,
2015).
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Tabela 2 — Resumo dos estudos epidemiolégicos sobre a prevaléncia de infecgdo por Mycoplasma spp. em Portugal.

Local Amostra

Animais com diagnostico positivo

Método de
diagndstico

Referéncia

n =320
Amostras de gatos errantes, de
abrigo e com proprietario.

Centro e Norte de
Portugal

n=>58

Animais, saudaveis e/ou com
Almada doencas varias, apresentados a

consulta, internados e submetidos a

cirurgia.

Total: 43,44%
(n=139)

Mhf: 12,81 %

(n=41)

CMhm: 41,56%

(n=133)

CMt: 0,6%

(n=2)

CMhm + CMhp: 6,4%

(n=9)

CMhm + Mhf + CMhp: 2,2%
(n=37)

CMt + CMhp + CMhm: 0,7 %
(n=1)

Mhf + CMhm + CMt + CMhp: 0,7 %
(n=1)

Total em co-infeccdo: 14,68%
(n=47)

Mhf: 20,7 %
(n=12)

PCR em Tempo Real

PCR convencional

(Martinez-Diaz et
al., 2013)

(Pais, 2013)
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Mhf: 7,6%

(n=18)
CMhm: 10,6%
(n=25)
CMt: 0,8%
(n=2)
Total em co-infecgéo: 8,1%
Centro e Sul de n =236 =18,
Portugal Gatos com proprietario, errantese 1 - Svhm: 3% PCR em Tempo Real ~ (Duarte et al., 2014)
dadores de sangue. _
(n=7)
CMhm + CMt: 1,3%
(n=3)
Mhf + CMt: 0,8%
(n=2)
CMhm + Mhf + CMt: 3%
(n=7)
n =66
Animais com proprietario
Parede apresentados a consulta com Mhf: 69,7% PCR em Tempo Real (Vicente, 2015)
suspeita de anemia por Mycoplasma (n = 46)
haemofelis.

Mhf — Mycoplasma haemofelis, CMhm — “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, CMt — “Candidatus Mycoplasma turicensis”’, CMhp — “Candidatus
Mycoplasma haematoparvum.



1.4.2 — Hemoplasmose no Mundo

As varias espécies de micoplasmas hemotropicos felinos tém sido descritas em
varios paises pelo mundo com prevaléncias diferentes. Estas diferencas podem resultar
de variagcdes geograficas como o clima, distribuicdo de vectores e caracteristicas da
prépria populacdo de gatos, principalmente se for tido em conta o facto de as
caracteristicas das amostras serem muito diferentes, com as chamadas amostras de
conveniéncia a serem muito comuns. No geral, foram estudadas amostras com animais
saudaveis, animais suspeitos de ter hemoplasmose e/ou outras doengas ou um misto
entre ambos. Na literatura encontram-se descritas prevaléncias de Mycoplasma spp.
entre 8% e 28 % em varias regifes como o Reino Unido — 18,5% (Tasker et al., 2003b)
e 14% (Peters et al., 2008b) —, Italia — 18,9% (Gentilini et al., 2009) — , Grécia — 20,7
% (Maher et al., 2010) —, Australia — 28% (Tasker et al., 2004) —, EUA — 18% (Sykes
et al., 2007) e 20% (Luria et al., 2004) —, Canada — 14% (Niblett et al., 2009) e 8%
(Niblett et al., 2010) — e Japao — 26,4% (Tanahara et al., 2010). Alguns autores
descreveram, noutras regides do mundo, prevaléncias superiores: 30% em Espanha
(Criado-Fornelio et al., 2003), 44,9% na Africa do Sul (Lobetti & Tasker, 2004), 27,9%
na Alemanha (Bauer et al., 2008), 46,7% em Trindade e Tobago (Georges et al., 2012)
e 31% na Nova Zelandia (Jenkins et al., 2013).

“Candidatus Mycoplasma haemominutum® é a espécie que, na maioria da
literatura consultada, surge com maior frequéncia, tanto em infeccdo Unica como
associada a outros hemoplasmas, com excepcdo de Espanha onde Criado-Fornelio e
colaboradores (2003) identificaram uma percentagem de Mycoplasma haemofelis (20%,
6/9) superior a de “Candidatus Mycoplasma haemominutum” (10%, 3/9), 0 mesmo
tendo sido descrito em animais errantes no Canada (Kewish et al., 2004; Kamrani et al.,
2008).

Mycoplasma haemofelis é, de entre as trés espécies estudadas, a que aparece
com menor prevaléncia ou com prevaléncia intermédia, em varios paises europeus
(Criado-Fornelio et al., 2003; Bauer et al., 2008; Peters et al., 2008b; Gentilini et al.,
2009; Maher et al., 2010; Roura et al., 2010; Weingart et al., 2015), na Australia
(Tasker et al., 2004), nos EUA (Sykes et al., 2007), na Nova Zelandia (Jenkins et al.,
2013), no Brasil (Braga et al., 2012), no Japdo (Tanahara et al., 2010) e em Trindade e

Tobago (Georges et al., 2012), com valores de prevaléncia entre 0,4% e 23%. Todavia,



surge com maior expressao num estudo efectuado no Canada, onde foi descrita uma
prevaléncia de 46,6% (Kamrani et al., 2008).

A prevaléncia da infecgdo por “Candidatus Mycoplasma turicensis” € proxima
ou inferior a encontrada para Mycoplasma haemofelis, com valores descritos entre 0,4%
e 10%, em paises como os EUA, Reino Unido, Italia, Espanha, Japdo e Brasil (Sykes et
al., 2007; Peters et al., 2008b; Gentilini et al., 2009; Roura et al., 2010; Tanahara et al.,
2010; Braga et al., 2012). Noutros locais, foram descritas prevaléncias superiores,
nomeadamente na Africa do Sul, com 26% dos animais infectados com este agente
(Willi et al., 2006a). Este organismo micoplasmico, apesar de surgir, com frequéncia,
em infeccdo Unica, foi descrito vérias vezes em co-infeccdo com os outros hemoplasmas
anteriormente  referidos,  principalmente  com  “Candidatus =~ Mycoplasma
haemominutum” (Willi et al., 2006b; Peters et al., 2008; Gentilini et al., 2009; Roura et
al., 2010; Tanahara et al., 2010; Georges et al., 2012; Jenkins et al., 2013). Foram
descritas co-infecgbes duplas, com vérias combinacBes entre as espécies de
hemoplasmas anteriormente mencionadas. A co-infeccdo mais frequente é aquela que
junta Mycoplasma haemofelis e “Candidatus Mycoplasma haemominutum”. Foram,
também, descritos varios casos de infeccOes triplas (Fujihara et al., 2007; Peters et al.,
2008b; Tanahara et al., 2010; Georges et al., 2012).

A espécie “Candidatus Mycoplasma haematoparvum” foi descrita, apenas num

estudo, por Sykes e colaboradores (2007), em 0,7% dos animais estudados.

1.5 — Factores de risco

Os factores de risco associados a infeccdo por micoplasmas hemotropicos
felinos séo a idade, o sexo, o habitat, a infec¢do pré-existente pelos retrovirus (Virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV, do inglés “ Feline Immunodeficiency Virus) e/ou Virus
da Leucemia Felina (FeLV, do inglés “ Feline Leukemia Virus”) e a infeccdo em
simultaneo com diferentes espécies de micoplasmas (Sykes, 2010). Varios autores
referiram outros potenciais factores de risco. Um deles é a raca, sendo que animais de

racas ndo definidas ou domeésticas, sdo mais susceptiveis a infeccdo do que racas puras
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(Niblett et al., 2009; Jenkins et al., 2013), embora se tenha verificado o oposto quando
em animais FIV positivos (Macieira et al., 2008). O estado reprodutivo pode, também,
ser considerado como factor de risco, com 0s animais inteiros a serem associados a
maior propensdo para hemoplasmose (Pais, 2013). A presenca/auséncia de
ectoparasitas, como pulgas e carragas, traduzindo-se numa relagdo sazonal devido a
distribuicdo dos vectores artropodes (Gentilini et al., 2009), a presenca de anemia
(Harrus et al., 2002; Tasker et al., 2003b; Kewish et al., 2004; Jenkins et al., 2013),
principalmente em associacdo com Mycoplasma haemofelis, e 0 estado sanitario ou
existéncia de doencas concomitantes, com 0s animais doentes a apresentarem maior
propensdo para micoplasmose (Tasker et al., 2003b), foram, também, referidos como
possiveis factores de risco para hemoplasmose. Sykes et al. (2007) verificaram existir
uma relacdo entre a infeccdo por “Candidatus Mycoplasma haemominutum” e a
estomatite e o carcinoma das células escamosas mas, ao contrario do referido por Willi
et al. (2006b), ndo identificaram associacdo significativa com insuficiéncia renal

crénica.

Vaérios autores demonstraram que gatos com infeccdo por FeLV tém maior
probabilidade de estarem infectados com hemoplasmas (George et al., 2002; Sykes et
al., 2007; Bauer et al., 2008; Macieira et al., 2008; Gentilini et al., 2009; Roura et al.,
2010; Barker & Tasker, 2013). Sabe-se, também, que a co-infeccdo com retrovirus pode
exacerbar a manifestacdo clinica de doenca e a gravidade da anemia, em animais com
Anemia Infecciosa Felina. Desconhece-se, porém, se um gato positivo para retrovirus é
mais susceptivel a hemoplasmas ou se é o contrario que se verifica (George et al., 2002;
Barker & Tasker, 2013). Harrus e colaboradores (2002), num trabalho que pretendia
estudar a relacédo entre hemoplasmose e retrovirus, em gatos, observaram a existéncia de
uma tendéncia na associagdo da infeccdo por FIV e uma menor sobrevida, mas tal ndo

se verificou para infecgdo por FeLV.

No Brasil, a infec¢do com retrovirus foi associada primariamente a infecgdo por
“Candidatus Mycoplasma haemominutum”, sendo a associacéo especialmente forte no
caso de infeccdo por FIV (Macieira et al., 2008). O mesmo foi, também, descrito por
varios autores, ndo necessariamente s6 com “Candidatus Mycoplasma haemominutum”
(Sykes et al., 2007; Gentilini et al., 2009; Roura et al., 2010; Georges et al., 2012;
Jenkins et al., 2013; Martinez-diaz et al., 2013). Na Alemanha foi detectada uma
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associacao com a infeccdo por FeLV. Foram, também, reconhecidas co-infec¢des com
“Candidatus Mycoplasma haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma turicensis” e
Mycoplasma haemofelis (Bauer et al., 2008). Num estudo realizado em Portugal, a
infeccdo mdltipla com “Candidatus Mycoplasma haemominutum” e “Candidatus
Mycoplasma turicensis” foi identificada em animais doentes, sendo que a grande
deteccdo destas espécies em gatos mais velhos pode estar relacionada com a existéncia
de patologia concomitante e estatisticamente associada com animais errantes, machos e
positivos para FIV (Duarte et al., 2014). De acordo com estes autores, 0s animais com
FIV tinham maiores taxas de infec¢do por “Candidatus Mycoplasma haemominutum?”,
enguanto os animais positivos para FeLV tinham maiores taxas de infeccdo por
Mycoplasma haemofelis, embora ambos sem uma associagdo estatisticamente

significativa.

Séverine Tasker (2010) defende que os gatos machos sem pedigree e mais
velhos apresentam um risco aumentado de infeccdo por hemoplasmas, apesar de 0s mais
novos demonstrarem, com maior frequéncia, doenca clinica associada a Mycoplasma
haemofelis; os mais velhos apresentam, normalmente, doenca clinica em resultado de
infeccdo por “Candidatus Mycoplasma haemominutum” ou “Candidatus Mycoplasma
turicensis” (Tasker et al., 2003b; Tasker et al., 2004; Sykes et al., 2007; Jenkins et al.,
2013). Animais com acesso total ou parcial ao exterior sdo mais propensos a infec¢do
por hemoplasmas de acordo com alguns autores (Sykes et al., 2007; Roura et al., 2010;
Duarte et al., 2014), mas né&o outros (Macieira et al., 2008; Niblett et al., 2009; Niblett
et al., 2010; Martinez-diaz et al., 2013; Pais, 2013). Embora nem sempre se verifique
uma associacgdo entre hemoplasmose e os gatos machos (Sykes et al., 2007; Macieira et
al., 2008; Gentilini et al., 2009; Niblett et al., 2009; Maher et al., 2010; Georges et al.,
2012; Martinez-diaz et al., 2013; Pais, 2013), normalmente existe uma maior
prevaléncia da doenca nos machos, possivelmente derivado do seu estilo de vida mais

livre e comportamento agressivo (Duarte et al, 2014).
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1.6 — Vias de transmissao

1.6.1 — Transmissao por vectores artropodes

O modo de transmissédo dos hemoplasmas felinos sempre foi um enigma, néo
estando, ainda, muito bem definido. Suspeita-se que as pulgas funcionem como vector e
possam transmitir Mycoplasma haemofelis, embora o agente subsista em locais onde a
infestacdo por pulgas é pouco comum. Em pulgas retiradas de gatos tem sido
encontrado DNA micoplasmico, mas tal seria de esperar dado o seu carécter
hematofago (Sykes, 2010). Alguns autores realizaram tentativas de transmissao
experimental de micoplasmas a gatos através de pulgas (Woods et al., 2005; Woods et
al., 2006), sem que os resultados tenham sido conclusivos, uma vez que apenas um de
seis gatos inoculados desenvolveu um resultado positivo, por PCR. Todavia, estes
trabalhos sdo importantes tendo em conta a necessidade de desencadear novas
investigacOes sobre o tema e, caso a hipdtese venha a ser confirmada, apoiar as
recomendacgdes para um adequado controlo de pulgas em gatos (Sykes, 2010). Além
disso, foi levantada a hipdtese de a transmissdo de Mycoplasma spp. através de
Ctenocephalides felis ocorrer, ndo pela actividade hemat6faga das pulgas, mas pela
ingestdo de pulgas infectadas e seus produtos derivados. Todavia, esta hipdtese ndo foi
demonstrada, de acordo com o estudo efectuado por Woods e colaboradores (2006),
daqui resultando a concluséo que a ingestdo de pulgas infectadas ndo deve ser uma via
de transmissdo de hemoplasmas importante e que estes ectoparasitas poderdo ser
relevantes, essencialmente, como agentes de transmissdo mecénica. Na Europa,
Mycoplasma haemofelis foi detectado, por PCR, em carracas da espécie Ixodes ricinus
(Willi et al., 2007b). No Japdo, Taroura e colaboradores (2005), também por PCR,
detectaram “Candidatus Mycoplasma haemominutum” em carracas da espécie Ixodes
ovatus, ndo alimentadas, sugerindo a existéncia de transmissdo transestadial nesta
espécie de carraca (Willi et al., 2007b). Contudo, na Sui¢a, estudos moleculares
examinando, aproximadamente, 2000 carragas ndo alimentadas do género Ixodes, ndo
demonstraram evidéncia da presenca de DNA de hemoplasma, tendo as infec¢des sido
descritas em areas suburbanas onde a exposicao a carracas € minima, podendo levar a
conclusdo que estes ectoparasitas podem ter, apenas, um papel marginal enquanto
reservatorios e vectores na transmissdo de hemoplasmas (Willi et al., 2007a; Sykes,

2010). Verifica-se que ocorre variagdo geografica na prevaléncia de infeccdo por
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micoplasmas, 0 que suporta a tese de transmissdo por vectores artrépodes. Foi sugerido
que oS mosquitos possam ter um papel na transmissdo, embora um estudo com
mosquitos, no Colorado, apenas tenha revelado a presenca de DNA de Mycoplasma

wenyonii, um hemoplasma bovino (Sykes, 2010).

1.6.2 — Transmissao horizontal

A grande predileccdo pelo sexo masculino e a associacdo com infeccdo
retroviral, levantaram a hipétese de transmissdo directa atraves de actividades de luta e
mordeduras. A Anemia Infecciosa Felina foi detectada em animais sobre os quais foram
documentadas semanas de actividades de luta e mordeduras. Foi, também, descrita uma
associacdo com abcessos por mordedura, em gatos, apesar de ser possivel que
represente reactivacdo da infeccdo apds o stress da luta ou mordedura. Os hemoplasmas
foram detectados na saliva e fezes de gatos infectados. Foram, também, detectados
hemoplasmas na saliva e gengiva de gatos naturalmente infectados (Dean et al., 2008).
Neste Gltimo estudo, foi feita a colheita da saliva com zaragatoas sublinguais e nas
bochechas, tendo sido detectados hemoplasmas, ainda que em niveis muito baixos.
Mycoplasma haemofelis ndo foi detectado na saliva, em nenhum dos gatos positivos
para este agente. Foram, ainda, obtidas glandulas salivares por necrépsia, de cinco gatos
com “Candidatus Mycoplasma haemominutum” e trés gatos com Mycoplasma
haemofelis, tendo “Candidatus Mycoplasma haemominutum” sido detectado em duas
das cinco amostras de glandulas salivares de gatos infectados com esta espécie; nédo
foram detectados hemoplasmas nas amostras colhidas dos animais infectados com
Mycoplasma haemofelis (Dean et al., 2008). Os resultados obtidos, nomeadamente no
que se refere a “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, suportam a hipétese de a
saliva poder actuar como uma via de transmissdo deste agente, tal como postulado para
“Candidatus Mycoplasma turicensis” (Willi et al., 2006a). Todavia, apesar dos
resultados anteriormente referidos, o Unico método para confirmacdo desta hipotese é a
transmissdo experimental de infeccdo por “Candidatus Mycoplasma haemominutum”,

através da saliva (Dean et al., 2008).

Os gatos também podem ficar infectados através da ingestdo de

aproximadamente 5 mililitros (mL) de sangue infectado. Assim, é possivel que o animal
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mordido ou que mordeu fique infectado apos as actividades de agressdo (Sykes, 2010).
Todavia, as tentativas para infectar gatos através de inoculacdo subcutanea de saliva
contaminada com “Candidatus Mycoplasma turicensis” e inoculacdo oral e oronasal
com 500 microlitros (ML) de sangue infectado com “Candidatus Mycoplasma
turicensis”, ndo foram bem-sucedidas. Em contraste, a inocula¢do subcutanea com 10
pL de sangue infectado com “Candidatus Mycoplasma turicensis”, levou a transmissdo

bem-sucedida do organismo (Museaux et al., 2009; Sykes, 2010).

1.6.3 — Transmissao interespecifica

Devido a estreita relacao filogenética entre os hemoplasmas felinos, caninos e de
roedores, foi feita investigacdo no sentido de determinar a possibilidade de transmissao
interespecifica de varios agentes. Um estudo experimental referiu que a inoculacdo de
hemoplasmas felinos, em cées esplenectomizados, ndo resultou em bacteriémia
detectavel e gatos inoculados com sangue de cdes infectados com hemoplasmas caninos,
permaneceram assintomaticos. Contudo, quando o sangue destes ultimos foi inoculado
nos cées esplenectomizados, estes desenvolveram bacteriémia, sugerindo que os gatos
podem actuar como portadores de hemoplasmas caninos (Willi et al., 2007b). Devido ao
facto de se ter descoberto, através de analise filogenética do gene 16S rRNA, uma
relacdo préxima entre Mycoplasma coccoides (hemoplasma responsavel por induzir
anemia hemolitica em roedores) e “Candidatus Mycoplasma turicensis”, surgiu a
hipbtese de ter ocorrido transmissdo interespecifica deste Gltimo agente infeccioso, do
rato para o gato, através da caca (Willi et al., 2005), especialmente tendo em conta que,
de acordo com a evidéncia de um estudo na Suica, os roedores selvagens s&o
hospedeiros naturais de Mycoplasma coccoides e as infecgdes com este agente sdo
comuns nalgumas espécies de roedores (Willi et al., 2007a). Contudo, até a data, as
especies de hemoplasmas felinos ndo foram encontradas na populacdo de roedores
(Sykes, 2010).
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1.6.4 — Transmissao iatrogénica por transfusdo sanguinea

A transmissdao de micoplasmose hemotropica pode ocorrer depois de transfusdo
sanguinea, principalmente quando se trata de sangue fresco contaminado. Num estudo
efectuado com sangue colhido para tubo com Solucdo Anticoagulante de Citrato de
Adenina-Dextrose-Fosfato (CPDA-1, do inglés “Anticoagulant Citrate Phosphate
Dextrose Adenine Solution”), durante diferentes periodos de tempo, foi observada
transmissdo de Mycoplasma haemofelis e “Candidatus Mycoplasma haemominutum” a
gatos naive (gatos previamente negativos), através da administracao de sangue infectado
com hemoplamas. Esta foi avaliada atraves de técnicas moleculares de PCR
convencional e em tempo real. O estudo permitiu concluir que, apesar de o risco de
transmissdo de hemoplasmas diminuir com o armazenamento prolongado no meio
CPDA-1, o armazenamento por curtos periodos de tempo parece ndo diminuir a
transmissibilidade dos hemoplasmas no sangue infectado. Além disso, como as
transfusdes sanguineas sdo, normalmente, efectuadas em animais doentes anémicos, a
quantidade de sangue a transfundir é superior a utilizada no estudo, sendo maior a
quantidade de potenciais organismos infectantes e, como tal, que podem permanecer
viaveis durante mais tempo. A tudo isto acresce o facto de os animais a receberem
transfusdes se encontrarem, normalmente, bastante doentes e, frequentemente, afectados
por doencas que provocam algum grau de imunossupressdao, ficando o seu sistema
imunitario mais fragil e menos apto a lidar com microorganismos invasores (Gary et al.,
2006). Os gatos, potenciais dadores de sangue, devem ser sempre testados, por PCR,
para a infeccdo com Mycoplasma haemofelis, excluindo-se os dadores com resultado
positivo. A importancia de testes positivos no caso das outras duas espécies de

hemoplasmas € menos evidente (Sykes, 2010).

Por tudo o que ja foi referido e, de acordo com o Colégio Americano de
Medicina Interna Veterinaria (ACVIM, do inglés “American College of Veterinary
Internal Medicine™), para o caso especifico desta doenca que se pensa ser transmitida
por vectores, € recomendado que os futuros dadores de sangue sejam sujeitos a rastreio
de infeccdo, recorrendo-se a técnica de PCR, podendo esta ser ou ndo acompanhada de
observacgdo de esfregacos sanguineos, embora esta Ultima seja uma técnica de reduzida
sensibilidade (Wardrop et al., 2005; Barfield & Adamantos, 2011).
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1.6.5 — Outras vias de transmissao

Alguns autores sugeriram que possa ocorrer a transmissdo vertical de
hemoplasmas das gatas para as crias durante a gestacdo, o parto ou a lactagcdo, embora
ainda nédo existam dados que suportem esta conclusdo (Willi et al., 2007b; Tasker,
2010). Além disso, e apesar de ndo ter sido referida, existe a hipotese de a transmissédo
de hemoplasmose ser possivel através do uso inapropriado do mesmo equipamento em
diferentes gatos sem que tenham sido submetidos a uma limpeza ou esterilizagdo
adequada, particularmente se a contaminacdo do sangue foi significativa e o tempo

passado entre procedimentos consecutivos reduzido (Tasker, 2010).

1.7— Patogenia

1.7.1 — Mecanismos de patogenicidade

Sdo varios 0s mecanismos que foram propostos para explicar a patogenia dos
micoplasmas. Entre eles, destacam-se a producédo de radicais livres pelos micoplasmas
que produzem peroxido de hidrogénio, que vai induzir danos nas membranas celulares
do hospedeiro, com um efeito toxico potencial directo nos eritrdcitos infectados (Barker
et al., 2011) com consequente stress oxidativo e diminuicdo de tempo de vida das
células (Santos et al, 2011). Pensa-se que possa ocorrer eriptose, segundo um estudo
efectuado com um hemoplasma suino. Trata-se de um processo de morte programada
dos eritrocitos que se caracteriza pela formacdo de microvesiculas, activacdo de
proteases, diminuicdo das dimensdes e volume das células e exposi¢do da membrana,
permitindo assim a fagocitose (Felder et al., 2011). Outros mecanismos referidos sao a
secrecdo de enzimas micoplasmicas que levam & destruicdo tecidular localizada,
nomeadamente resultante da clivagem de proteinas de membrana nos eritrocitos
(Messick, 2004), a existéncia de factores de viruléncia como toxinas, citolisinas e
invasinas que permitem o estabelecimento da infeccdo (Santos et al., 2011), as
aberracbes cromossoémicas e, ainda, a depleccdo de nutrientes ou percursores de

biossintese por parte dos micoplasmas, com consequente dano celular (Messick, 2004).
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A patogenia da hemoplasmose felina pode ser dividida em varias fases: i) a
incubacdo do agente ou fase pré-bacteriémica, ii) a fase aguda ou de bacteriémia aguda,
iii) a fase de recuperacdo e iv) a fase de portador. A fase pré-bacteriémica ou de
incubacdo ocorre, normalmente, uma a trés semanas apds 0 primeiro contacto com o
agente infectante e decorre desde que se verifica este contacto até que aparecem 0s
primeiros sinais clinicos. A fase de bacteriémia aguda desenvolve-se semanas a meses
apos ter ocorrido a infeccdo e representa o periodo que medeia o primeiro pico e o
ultimo pico de maior bacteriémia. Esta ocorre quando os gatos se encontram sob algum
grau de stress, e resulta numa anemia moderada a grave. Caracteriza-se por uma
bacteriémia ciclica com uma duragdo de semanas a meses, excepto se ocorrer morte do
animal devido a bacteriémia massiva e se ocorrer descida abrupta dos niveis de
hematocrito (HCT) cedo no decorrer da doenca (Giger, 2005; Messick & Harvey,
2011).

Os gatos sdo capazes de montar uma resposta imunitaria a infeccdo com
correspondente aumento do hematocrito e o desaparecimento dos organismos dos
esfregacos sanguineos. Nesse sentido, foi sugerido que gatos em recuperagdo, com
duracdo de pelo menos um més (fase que vai desde o pico de maior bacteriémia até a
estabilizacdo do HCT para valores dentro dos limites de referéncia ou préximo destes)
(Messick & Harvey, 2011), podem manter-se portadores subclinicos durante anos, com
0 organismo a ser capaz de evadir o sistema imunitério. Esta situagdo pode resultar
numa possivel reactivacdo da doenca por stress, gestagdo, infeccdo concomitante, ou
neoplasia. Todavia, os estudos efectuados com vista a reproduzir a reactivagdo da
doenca experimental atraves de criacdo de abcessos, administracdo de glucocorticoides
e ciclofosfamida e a esplenectomia ndo foram bem-sucedidos (Sykes, 2010). Esta é a

fase denominada de fase de portador.

Segundo Séverine Tasker (2010), o estado de portador de longa duragéo
aparenta ser especialmente comum apds infeccdo com “Candidatus Mycoplasma
haemominutum”, embora tenha sido mencionada por Willi e colaboradores (2006b)
uma suspeita de eliminacdo desta infeccdo, com e sem recurso a terapéutica

antimicrobiana.
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No caso da espécie Mycoplasma haemofelis, o seu resultado positivo na PCR
estad, normalmente, associado a presenca de anemia em gatos (Sykes, 2010). Gatos
infectados com este hemoplasma podem resolver espontaneamente a infeccdo sem
recurso a antibioterapia, o que também foi referido para a espécie “Candidatus

Mycoplasma turicensis” (Tasker, 2010).

Os eritrocitos afectados durante a infeccdo perdem a sua capacidade de
deformacdo, desencadeando uma resposta imunitaria sendo, consequentemente,
rapidamente sequestrados e fagocitados, principalmente nas células reticulares e nos
macrofagos do baco (Maede, 1978; Maede & Murata, 1978) e noutros tecidos como o
pulméo e o figado (Maede & Hata, 1975). Num estudo com Mycoplasma haemofelis,
ndo foi comprovado o sequestro dos organismos infectantes nos varios locais estudados
(Tasker et al, 2009b.). No que se refere a “Candidatus Mycoplasma turicensis”,
verifica-se precisamente o oposto, com o agente infectante a ser alvo de sequestro em
grande numero e na totalidade dos tecidos avaliados, com niveis mais elevados na
tirdide, glandula salivar par6tida e aorta, persistindo ai mesmo ap6s término da
bacteriémia (Novacco et al., 2013). Relativamente a “Candidatus Mycoplasma
haemominutum”, os valores encontrados foram inferiores aos descritos para gatos
infectados de forma aguda com Mycoplasma haemofelis em niveis moderados ou
elevados, e superior aos obtidos em gatos infectados cronicamente com esta Ultima
espécie e com reduzidos niveis do agente infectante no sangue, tendo sido detectados
organismos sequestrados no baco, pulmé&o, figado, coracéo e aorta (Wolf-Jackel et al.,
2012). Os eritrocitos sequestrados podem desencadear libertacdo dos microorganismos
que, assim, reentram na circulacdo sanguinea. O estado portador, que foi ja referido,
ocorre em virtude de os microorganismos ficarem armazenados nos macrdéfagos nos

locais de sequestro (Giger, 2005).

Declinios acentuados no hematdcrito correlacionam-se, frequentemente, com o
aparecimento dos organismos e sua observacdo nos esfregacos sanguineos (Sykes,
2010). Assim, e de acordo com o referido no estudo de Maede & Hata (1975), os
valores de hemoglobina, HCT e glébulos vermelhos, mostraram aumentos e
diminuicdes repetidos de acordo com o aparecimento ou desaparecimento dos
micoplasmas dos eritrocitos infectados. Estes autores demonstraram existir um aumento

de fragilidade osmoética decorrente do dano celular provocado nos eritrocitos e que ndo
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retoma a valores iniciais, mesmo apds o desaparecimento do agente dos globulos
vermelhos. Noutro estudo, Maede (1975), correlacionou a fragilidade osmética com a
diminuicdo do tempo de vida util de hemécias infectadas, principalmente aquelas com
danos acentuados e irreversiveis na sua membrana, provocados pelo agente infectante e
que acabam por ser destruidas. Esta fragilidade resulta de uma diminuicdo da
concentracdo de lipidos na membrana eritrocitaria, diminuindo ambas de forma mais
acentuada a medida que a anemia se torna mais grave. O tamanho médio dos eritrocitos
reduz-se a medida que progride a anemia, enquanto ocorre um aumento aquando da
remissdo desta (Maede, 1980).

Cré-se que a maior parte da anemia provocada por micoplasmas hemotrépicos
seja extravascular. A hemolise intravascular também foi descrita num caso, na Suica, de
“Candidatus Mycoplasma turicensis” (Willi et al., 2005) e, mais recentemente, noutro
na Alemanha (Weingart et al., 2015). A anemia, resultante da infeccdo por estes
agentes, pode, também, ter uma componente imunomediada associada, responsavel pela
destruicdo eritrocitaria, hipotese esta suportada pela deteccdo de complexos eritrdcito-
anticorpo reactivos em gatos infectados (Sykes, 2010), assim como por resultados
positivos em testes de Coombs e autoaglutinacdo em gatos anémicos com Mycoplasma
haemofelis (Tasker et al., 2009a). Alguns autores detectaram anticorpos apenas em
gatos infectados com Mycoplasma haemofelis e ndo “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” ou “Candidatus Mycoplasma turicensis”, suportando a ideia de que o
Mycoplasma haemofelis é o agente de maior patogenicidade (Sykes, 2010; Messick &
Harvey, 2011).

1.7.2 — Diferencas de patogenicidade e imunidade entre as diferentes

espécies de hemoplasma

A espécie Mycoplasma haemofelis é a mais patogénica das trés estudadas, tal
como ja anteriormente referido. Infeccdo aguda provocada por este agente resulta,
frequentemente, numa anemia hemolitica grave, especialmente em gatos mais novos.
Nalguns casos, porém, sé se verifica anemia moderada. Os gatos ndo necessitam de
estar imunocomprometidos ou esplenectomizados para que se observe doenca clinica

causada por Mycoplasma haemofelis, ao contrario do que acontece em cées. Este
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procedimento tem um efeito variavel no decorrer da infeccdo por hemoplasmas em
gatos. A reactivacdo da doenga com anemia e bacteriémia detectavel citologicamente foi
detectada em alguns animais cronicamente infectados, apesar de outros estudos
sugerirem que a esplenectomia aumenta o numero de organismos Visiveis nos
esfregacos sanguineos sem, no entanto, causar anemia significativa. A infeccdo em
gatos esplenectomizados com “Candidatus Mycoplasma haemominutum” n&o parece
potenciar a patogenicidade dos organismos (Sykes, 2010). Maede (1978) observou que
a remocdo de Mycoplasma haemofelis € mais lenta em gatos esplenectomizados do que
em gatos ndo esplenectomizados. Porém, quando esta é efectuada antes de a infecgédo
ocorrer, nao parece ter efeito no periodo de incubacdo e gravidade da doenca
desenvolvida. No caso de animais que j& recuperaram, a cirurgia de remoc¢do de bago
resulta num reaparecimento transitorio dos organismos no sangue (Maede, 1978;
Messick & Harvey, 2011).

De acordo com Hicks e colaboradores (2014b), verifica-se protec¢do contra
reinfeccdo, apds recuperacdo, no caso de infeccdo provocada por Mycoplasma
haemofelis, sendo que esta protec¢cdo vem associada a alteragdes imunoldgicas.

Né&o foi observada proteccdo cruzada contra Mycoplasma haemofelis em gatos
que haviam recuperado de infeccdo por “Candidatus Mycoplasma turicensis”. Estes
animais exibiam um estabelecimento mais rapido de infeccéo, ficando positivos na PCR
e anémicos, significativamente mais cedo do que aqueles que eram expostos ao agente

patogénico pela primeira vez (Baumann et al., 2015).

Infecgdes com “Candidatus Mycoplasma haemominutum” ou “Candidatus
Mycoplasma turicensis” podem causar diminui¢des nos parametros eritrocitarios, apesar
de a anemia clinica ndo ser, normalmente, induzida, excepto em animais com afeccdes
concomitantes ou imunossupressao (Barker & Tasker, 2013). Existem, porém, casos de
anemia primaria atribuida a infec¢éo por estes agentes (de Lorimier & Messick, 2004;
Willi et al., 2005; Reynolds & Lappin, 2007; Hornok et al., 2008). “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” foi associado com o desenvolvimento de doenca
mieloproliferativa em gatos com FeLV (Barker & Tasker, 2013), como evidenciado por
Sykes e colaboradores (2007), com gatos infectados naturalmente e que apresentaram

resposta regenerativa da medula 6ssea diminuida (Sykes et al., 2007) e por George e
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colaboradores (2002) com gatos com FIV e/ou FeLV que apresentaram anomalias
hematoldgicas caracteristicas de doencas mieloproliferativas.

“Candidatus Mycoplasma turicensis” encontra-se normalmente em co-infecgéo
com outros hemoplasmas, tornando dificil avaliar a sua patogenia (Barker & Tasker,
2013), como evidenciado por Willi et al. (2006b) e Peters et al. (2008b). Varios autores
demonstraram que os niveis deste hemoplasma no sangue ndo flutuam muito, ocorrendo
decréscimo dos mesmos antes de tal acontecer com Mycoplasma haemofelis (Willi et
al., 2005; Museaux et al., 2009). Novacco e colaboradores (2011), que foram os
primeiros a investigar a fase crénica de uma infeccdo experimental com esta espécie
bacteriana, detectaram 0 agente mencionado em varios tecidos, na auséncia de
bacteriémia detectavel por PCR, assim como persisténcia de anticorpos em niveis
elevados até varios meses apds exposicdo. Além disso, a tentativa de imunossupressao
ndo resultou numa reactivacdo da infeccdo pelo agente supracitado. Por estes motivos,

este ndo parece ser uma grande fonte de infec¢cdo com hemoplasmas em gatos.

Os mesmos autores observaram proteccdo imunoldgica em casos de animais
infectados que tinham recuperado de bacteriémia provocada por ‘“Candidatus
Mycoplasma turicensis”, em situagdes experimentais controladas, tendo, ainda, avaliado
a presenca de resposta imunitaria humoral e celular nessa proteccdo. Além disso,
detectaram, também, proteccdo contra sequestro em varios tecidos analisados, incluindo

a medula 6ssea (Novacco et al., 2012).

1.8— Sinais clinicos e alteracdes laboratoriais

Os sinais clinicos de uma infecgdo com hemoplasmas variam bastante, dependendo
de varios factores como a espécie envolvida, o estadio da infecgdo, a existéncia de uma
doenca concomitante e/ou stress, se se trata de infeccdo priméaria ou secundaria a outro
processo patoldgico e o grau e rapidez de desenvolvimento da anemia (Tasker, 2006;
Sykes, 2010, Tasker, 2010).

Apatia, inapeténcia, anorexia e desidratacdo, piréxia e depressdo, assim como

perda de peso em alguns gatos, sdo sinais clinicos comuns de infeccdo com
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micoplasmas hemotrépicos. Outro sinal bastante comum nestas infec¢Ges é a anemia,
que se manifesta através de letargia, fraqueza, palidez das mucosas, taquipneia,
taquicardia, desenvolvimento de um murmurio cardiaco hémico e, ocasionalmente,
sincope ou sinais neurologicos se a anemia é aguda e grave. Alguns proprietarios dizem

que os seus gatos praticam picacismo (Tasker, 2006; Sykes, 2010).

Outras anomalias detectaveis ao exame fisico podem ser a linfadenopatia e a
esplenomegaélia, a qual pode reflectir uma hematopoiese extramedular e, embora menos
comum, ictericia, principalmente como resultado de hemolise grave. Alguns gatos
podem apresentar-se febris enquanto os moribundos se apresentam, normalmente,
hipotérmicos (Sykes, 2010; Tasker, 2010).

Relativamente a alteracGes laboratoriais, a mais caracteristica no hemograma é a
anemia regenerativa, com anisocitose, macrocitose, reticulocitose, policromasia,
presenca de corpos de Howell-Jolly e, ocasionalmente, normoblastemia marcada. Esta
anemia €, normalmente, resultante de hemolise extravascular. Todavia, foi descrita
hemolise intravascular num gato infectado com “Candidatus Mycoplasma turicensis” e
que se encontrava com hiperbilirrubinémia e uma hemoglobindria apreciavel (Willi et
al., 2005; Willi et al., 2007b). A anemia pode ser pouco regenerativa se tiver ocorrido
uma diminuicdo acentuada de HCT no inicio da doenca ou devido a doencas
concomitantes como FIV ou FeLV. No caso de anemias ndo regenerativas deve ser
efectuada uma bidpsia de medula 6ssea para descartar outras afeccbes, nomeadamente,
doengas mieloproliferativas (Tilley & Smith, 2007). Em alguns gatos infectados pode
visualizar-se autoaglutinagdo em esfregacos sanguineos. A anemia ndo regenerativa
pode ser observada, quer isso aconteca devido ao tempo ser insuficiente para que a
regeneracao ocorra, quer como resultado de uma infecgdo concomitante por FeLV. A
infeccdo oculta concomitante com hemoplasmas deve ser considerada em qualquer gato
positivo para FeLV com macrocitose, mesmo na auséncia de reticulocitose. Gatos
anémicos infectados com FIV ou FeLV devem ser sempre testados para hemoplasma
concomitante, pois esta representa uma condicdo subjacente facilmente tratvel. As
contagens de leucocitos em gatos infectados com micoplasmas hemotrépicos podem
estar normais, aumentadas ou diminuidas. Relativamente ao perfil de bioguimica
sanguinea, podem verificar-se aumentos na alanina aminotransferase (ALT),

possivelmente como consequéncia de dano hepéatico resultante de hipdxia,
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hiperbilirrubinémia, que raramente é grave e, em menor frequéncia, azotémia pré-renal
(Tilley & Smith, 2007; Sykes, 2010). Foi, ainda, descrita hipoglicémia em espécies de
animais de producdo infectados com hemoplasmas, sendo que a gravidade da
hipoglicémia era proporcional ao grau de bacteriémia. Todavia, tal ndo foi detectado em
estudos com gatos infectados experimentalmente (Tasker et al., 2009a; Sykes 2010). A
hipoglicemia é considerada possivel em gatos moribundos ou se 0 processo na
separacdo de células sanguineas do plasma ou soro for demasiado lento. As
concentracdes de proteina no plasma sao, frequentemente, normais mas podem aparecer
aumentadas, devido a desidratacdo ou a uma resposta de fase aguda. Foi descrita ainda,

embora em casos raros, ligeira hemoglobinémia (Tilley & Smith, 2007; Tasker, 2010).

1.9 — Achados histopatologicos

Nos casos em que ocorre morte do animal pode ser realizada uma necropsia.
Assim, podem existir alguns achados como tecidos péalidos, emaciacdo, em
aproximadamente 75% dos gatos, esplenomegalia leve a moderada, em
aproximadamente 50% dos casos (Balazs et al., 1961; Messick & Harvey, 2011),
ictericia leve a moderada em alguns animais, assim como os linfonodos hiperplasicos,
hemorragicos ou edematosos (Small & Ristic, 1971; Messick & Harvey, 2011).

Achados histolégicos anormais podem incluir hiperplasia eritroide e, por vezes,
mieldide da medula 6ssea ou mesmo uma completa exaustdo apds infec¢do prolongada,
congestdo passiva, hematopoiese extramedular, eritrofagocitose e bago com aumento
visivel de hemossiderina nos macrdfagos. Nalguns casos, pode ser observada no figado
degeneracdo gorda e necrose centrilobular (Balazs et al., 1961; Messick & Harvey,
2011; Small & Ristic, 1971).
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1.10- Diagnostico

1.10.1 — Diagnosticos diferenciais

Os gatos, quando exibem sinais clinicos como anemia e outros, compativeis com
hemoplasmose, devem ser adequadamente examinados e elaborada uma lista de
diagnosticos diferenciais, como a representada na tabela 3, procedendo-se a exclusédo

dos mesmos através de métodos auxiliares de diagnostico.

Tabela 3 — Lista de diagndsticos diferenciais (Adaptado de Sykes, 2010 e Tilley & Smith,
2007).

a) Anemia Hemolitica Imunomediada primaria

b) Anemia Hemolitica Microangiopatica

c) Infeccéo pelo Virus da Leucemia Felina (FeLV)

d) Infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

e) Infeccdo pelo Virus da Peritonite Infecciosa Felina (PIF)

f) Infeccdo por Cytauxzoon felis
g) Infeccéo por Babesia spp.

h) Anemia Hemolitica Corpos de Heinz (processos oxidativos — zinco, cebola, alho,

anestésicos locais, propofol, peixe)
i) Deficiéncia na enzima piruvato quinase
j) Doenca da fragilidade dos eritrocitos dos gatos Abissinio e Somali

k) Hemorragia gastrointestinal oculta

1.10.2 — Abordagem diagndstica genérica
Antes de qualquer tratamento, deve ser feita uma avaliacdo de esfregaco de
sangue fresco, teste de aglutinagdo, hemograma completo incluindo coloragdo com
Novo Azul-de-Metileno para corar especificamente os corpos de Heinz, teste de
Coombs, cross-matching e tipificacdo sanguinea, testes seroldgicos para FIV e FelLV,
painel bioquimico alargado, urianalise, assim como PCR para as diferentes especies de

hemoplasma infectantes do gato. Podera ser util incluir um painel de coagulag&o.
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1.10.3 — Diagndstico citoldgico

Os micoplasmas hemotroépicos felinos ndo podem ser cultivados em laboratério.
Por este motivo, durante muito tempo recorreu-se ao seu diagnostico através da
observacdo de esfregacos sanguineos rotineiros corados com Giemsa-Wright ou
coloracdo idéntica do tipo Romanovsky, com as caracteristicas j& mencionadas no
capitulo da morfologia. No caso de esfregagos sanguineos muito espessos ou quando a
observacdo € efectuada fora da zona de monocamada, quase todos 0S organismos
aparecem como cocos. Organismos mais em forma de bastonete ou de anel sdo mais
facilmente observados em esfregacos finos ou na regido de monocamada (Messick &
Harvey, 2011).

Em menos de 50% dos casos de gatos com anemia hemolitica aguda, € possivel
observar Mycoplasma haemofelis recorrendo-se ao exame citologico de esfregacos
sanguineos, pois a presenca dos microorganismos nos esfregacos é intermitente (Sykes,
2010). Foi recomendado que os esfregacos sanguineos sejam efectuados o mais
préximo possivel do momento da colheita e a ndo utilizar EDTA como anticoagulante,
pois este pode provocar a libertagdo dos organismos da superficie dos eritrocitos, o que
pode levar a falsos negativos no exame citoldgico. Assim, serd preferivel o uso de tubos
com heparina ou sem anticoagulante nos casos em que o esfregaco seja feito
imediatamente ap6s a colheita (Tasker & Lappin, 2002). Quando os organismos sdo
visualizados nos esfregacos sanguineos, trata-se, normalmente, de Mycoplasma
haemofelis. “Candidatus Mycoplasma turicensis” nunca foi observado em esfregacos
sanguineos. “Candidatus Mycoplasma haemominutum ” ndo é, geralmente, observado
no caso de gatos infectados cronicamente e, apesar de ser de menores dimensdes que
Mycoplasma haemofelis, pode ser dificil ou impossivel distingui-los uns dos outros
baseando o diagnostico somente nas suas dimensées (Sykes, 2010). Quando observados,
aparecem como organismos de reduzidas dimensdes (medem aproximadamente metade
de Mycoplasma haemofelis, cerca de 0.3 um), corando de forma menos densa e sendo
detectados em reduzido numero por cada eritrécito. Contudo, esta diferenca de
tamanhos foi desafiada pela descoberta de um isolado de “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” na Gra-Bretanha com 0.6 pum de diametro. Daqui se conclui que o
aspecto morfologico, por si s6, ndo é fidvel para distinguir os diferentes isolados, pelo
que € necessaria analise genética para uma identificacdo correcta da espécie presente
(Messick & Harvey, 2011).
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Diagndsticos falso positivos ocorrem, com frequéncia, quando h& precipitados
de corante, ponteado basofilico, corpos de Howell-Jolly, corpos de Heinz e corpos de
Pappenheimer (agregados de cobre acumulado, que aparecem como granulos de
pequenas dimensdes a corar de azul), que podem ser confundidos com o agente (Tilley
& Smith, 2007). Por este motivo, é facil perceber que se trata de uma técnica
diagndstica com muito pouca sensibilidade para a deteccdo dos agentes. Em varios
estudos, a sensibilidade do diagndstico citologico variou de 0 a 37.5%, valor que podera
dever-se a flutuacbes ciclicas da bacteriémia em infec¢des agudas com Mycoplasma
haemofelis, ao seu reduzido tamanho e ao reduzido numero de bactérias presentes em
infeccdes com “Candidatus Mycoplasma haemominutum” e “Candidatus Mycoplasma
turicensis” (Messick et al., 1998; Tasker, 2006). A coloragcdo com Laranja de Acridina e
métodos de fluorescéncia directa com anticorpos demonstraram ser mais sensiveis do
que a coloracéo rotineira tipo Romanovsky. A utilizacdo do corante Laranja de Acridina
resulta na observacdo dos microorganismos de cor amarelo-clara a laranja sob um fundo
amarelo-esverdeado, indicando um elevado conteido em RNA e possivel presenca de
DNA. Uma limitacdo da utilizacdo destas técnicas &€ a necessidade de ter um
microscopio de fluorescéncia. Além disso, e embora mais sensivel que a técnica com
esfregago sanguineo rotineiro corado com Giemsa, ainda tem uma sensibilidade que néo
é muito elevada, para ndo falar das necessidades e custos que advém da técnica mais
complexa (Small & Ristic, 1971; Bobade et al., 1987; Tasker & Lappin, 2002; Sykes,
2010).

1.10.4 — Diagndstico molecular

A técnica de PCR para o diagnéstico de hemoplasmas felinos foi desenvolvida
para detectar o gene de 16S rRNA e encontra-se amplamente distribuida por laboratorios
de diagnostico e entidades de pesquisa veterinaria. Esta é uma técnica molecular potente
e sensivel que permite a amplificacdo exponencial de fragmentos especificos de DNA
em nimero reduzido, de forma a serem detectaveis. E consideravelmente mais sensivel
do que a avaliacdo de esfregagos sanguineos (Sykes, 2010). De acordo com um estudo
comparativo entre os métodos de diagnostico citoldgico e a PCR, em gatos infectados

experimentalmente, foram obtidas taxas de deteccdo de 37.5% e de 100%,
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respectivamente (Tasker & Lappin, 2002). Todavia, esta Ultima técnica pode nao
detectar de forma consistente o organismo em gatos portadores assintomaticos. Na PCR
convencional, a presenca de bandas num gel de electroforese € considerada como um
resultado positivo e na PCR em tempo real, a detec¢do do produto de amplificacdo é
feita de forma fluorométrica, recorrendo-se a sondas ou corantes fluorescentes (Sykes,
2010); esta ultima permite, ainda, quantificar o DNA de hemoplasma presente na
amostra (Tasker et al., 2003c; Braddock et al., 2004). Algumas PCRs convencionais
ndo distinguem “Candidatus Mycoplasma turicensis” de Mycoplasma haemofelis. As
PCRs em tempo real sdo, geralmente, especificas para as espécies e, por isso, poderdo
ser menos propensas a apresentar resultados falso positivos derivados de contaminacao,
pois os tubos ndo sd@o, geralmente, abertos para detectar os produtos de PCR (Sykes,
2010). Para além disso, tém demonstrado ser Gteis para testar gatos clinicamente
saudaveis, enguanto potenciais dadores de sangue para transfusfes sanguineas ou,
entdo, que vao integrar coldnias especificas livres de patogéneos (Martinez-diaz et al.,
2013). Ocasionalmente, variantes de estirpes dos hemoplasmas podem ndo ser
detectadas usando-se PCR em tempo real, resultando num falso negativo. As PCRs
podem ser denominadas de singleplex, quando um Unico organismo é pesquisado, ou
multiplex quando, numa s6 técnica, € possivel detectar mais do que uma espécie (Sykes,
2010), o que em muitos casos se pode revelar vantajoso, nomeadamente para detecgédo
das trés principais espécies de hemoplasma infectantes do gato e na deteccdo de
hemoplasmose em potenciais dadores de sangue. Apresenta como vantagens a

diminuicdo de tempo e o menor custo da técnica (Suksai et al., 2010).

De extrema importancia, quando se interpretam o0s resultados de testes
diagnosticos, é a diferenca do potencial patogénico entre o0s varios agentes
hemotrdpicos. Resultados positivos para um determinado teste para cada hemoplasma,
mas especialmente “Candidatus Mycoplasma turicensis” e “Candidatus Mycoplasma
haemominutum”, ndo implicam necessariamente que estes agentes causem anemia e,
como tal, varios outros diagnosticos diferenciais deverdo ser considerados (Sykes,
2010). Isto acontece pois a deteccdo de acidos nucleicos do agente patogénico na
amostra ndo indica necessariamente que esteja em curso uma infecgéo activa ou doenca,
mas apenas que o material do organismo existe no hospedeiro e ndo necessariamente

que a bactéria estd viavel, capaz de se replicar ou esta, de facto, a causar os sinais
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clinicos no hospedeiro (Veir & Lappin, 2010). Esfregacos de sangue seco podem,
também, ser utilizados para PCR, mas sd0 menos sensiveis quando comparados com
sangue total, possivelmente devido a existéncia de menor numero de células a partir das
quais se possa extrair o DNA. Isto revela-se especialmente importante no caso de
suspeita de “Candidatus Mycoplasma turicensis”, devido ao reduzido ndmero de
organismos presentes. Revela-se Util o recurso a esta técnica quando ndo estdo
disponiveis grandes quantidades de sangue, no caso de estudos retrospectivos ou apos o
inicio da terapéutica antibidtica (Sykes et al., 2008). Pode, também, detectar-se a
presenca de hemoplasmas felinos por PCR directa utilizando-se sangue total e sem
necessidade de extraccdo de DNA (Watanabe et al., 2008). Como principais vantagens
que advém do seu uso tem-se a reducdo do tempo requerido, trabalho necessario e custo
do procedimento técnico, podendo ter utilidade para evitar contaminacéo e confusdo de
amostras. Porém, pode ser ligeiramente menos sensivel que a PCR convencional e
menos sensivel que a PCR em tempo real. O tratamento com farmacos antimicrobianos
pode resultar em falsos negativos na PCR devido a possibilidade de a terapéutica
diminuir a quantidade de organismos infectantes abaixo do nivel de deteccdo da técnica
(Veir & Lappin, 2010) pelo que, sempre que possivel, a colheita de sangue deve ser
efectuada antes de se iniciar a terapéutica. Criado-Fornelio e colaboradores (2003)
descrevem uma técnica de Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restri¢do
(RFLP, do inglés “Restriction Fragment Length Polymorphism”) para distingdo das trés
diferentes espécies de hemoplasma que podem infectar os gatos, presentes em amostras
de sangue. Esta técnica possibilita, também, a deteccdo de infec¢bes mistas, em
amostras amplificadas por PCR convencional com primers especificos para
Mycoplasma spp. (Criado-Fornelio et al., 2003). Este PCR-RFLP servira de base para a

parte experimental desenvolvida na presente dissertacéo.
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1.10.5 — Outros meios de diagndstico

Tém sido varias as tentativas de desenvolver novos métodos de diagnostico que,
tal como a PCR, sejam sensiveis e especificos mas que impliguem menos tempo e
menores custos. Nesse sentido, um grupo de investigadores desenvolveu uma técnica de
citometria de fluxo para deteccdo de hemoplasmas que permite a diferenciacao entre as
duas principais espécies infectantes no gato — Mycoplasma haemofelis e “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” — baseado no tamanho, e que se prevé possa ser aplicado
no diagnostico de hemoplasmose noutras espécies como o cdo, espécies de producdo e
até nos humanos (Sanchez-Pérez et al., 2013). Foram, também, documentados estudos
recorrendo-se a outras técnicas moleculares para deteccdo de hemoplasmas como o
Western Blott. Esta Gltima técnica tem sido, também, usada para avaliacdo de resposta

imunitéria e caracterizacdo antigénica (Alleman et al., 1999).

Tém sido varias as tentativas para desenvolver testes serologicos, mas tal tarefa
tem sido dificultada pela impossibilidade de cultivar os micoplasmas hemotrépicos in
vitro, pelo que mais estudos deverdo ser efectuados na area (Willi et al., 2007b; Barker
et al., 2010; Peters et al., 2010; Wolf-Jackel et al., 2010; Messick & Santos, 2011). O
desenvolvimento destas técnicas, enquanto testes de diagnostico, seria particularmente

relevante e Gtil para determinar a existéncia de infeccéo cronica por hemoplasmas.

1.11- Tratamento

O tratamento da infecgdo por micoplasmas esta indicado, apenas, para gatos com
sinais clinicos e analises laboratoriais consistentes com Anemia Infecciosa Felina. O
tratamento de gatos positivos por PCR ndo anémicos nao esta recomendado, porque nao
foi ainda identificado um tratamento que elimine o agente infeccioso, apenas se
verificando redugdo ou eliminacdo da bacteriémia (Sykes, 2010; Messick & Harvey,
2011).

Para o tratamento de animais infectados com hemoplasmose, nos casos em que
tal € necessario, recorre-se a antibioterapia. Os agentes etioldgicos que tém vindo a ser
referidos s@o sensiveis a tetraciclinas, as quais inibem de forma especifica a sintese de

proteinas em procariotas. O tratamento recomendado para a hemoplasmose consiste na
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administracdo diaria de doxiciclina, (10 mg/kg), por via oral (PO, da locucgéo latina per
0s), durante um periodo minimo de duas semanas (Tasker & Lappin, 2002). Apos a
administracdo deste farmaco, esta recomendada a administracdo de um bolus de varios
mililitros (mL) de agua, devido ao potencial para provocar esofagite, como evidenciado

por Macgrotty e colaboradores (2002).

Enquanto alternativa viavel, nas situacdes em que a doxiciclina ndo e efectiva,
pode recorrer-se a fluoroquinolonas. A enrofloxacina (5 mg/kg/dia PO) é uma
alternativa adequada (Dowers et al., 2002), mas tem o potencial de causar
retinotoxicidade e, consequentemente, cegueira, principalmente se em doses superiores
(Sykes, 2010; Messick & Harvey, 2011). A marbofloxacina ndo causa esses danos
oculares (Ishak et al., 2008), pelo que o seu uso como antibiético de segunda linha
parece ser mais adequado, numa dose de 2 mg/kg/PO, uma vez por dia (SID, da locucao
latina semel in die). O tratamento de gatos infectados com Mycoplasma haemofelis com
a fluoroquinolona pradofloxacina pode oferecer uma eliminacdo mais efectiva a longo
prazo. Poucos dados existem sobre o uso de antibidticos para tratar infeccdes
provocadas por “Candidatus Mycoplasma turicensis”, nas quais pode ocorrer

eliminacdo espontanea da bacteriémia (Sykes, 2010; Messick & Harvey, 2011).

Podem, ainda, existir problemas de resisténcia aos antibioticos administrados
como evidenciado por Groebel e colaboradores (2008), no caso de um isolado de
Mycoplasma suis que conseguiu penetrar em eritrdcitos suinos, sendo esta localizacdo

responsavel pela resisténcia marcada a terapéutica instituida.

A anemia resultante da infeccdo com micoplasmas hemotrdpicos €, em parte, de
natureza imunomediada, pelo que se recomenda a terapéutica com corticos, adjuvante
do tratamento antibacteriano (Tasker, 2010). Porém, o uso de doses imunossupressoras
de glucocorticoides é controverso, dado que os corticdides podem reactivar a infeccéo
latente (Sykes, 2010), atrasar a eliminacdo de hemoplasmas (Tasker, 2010), e levar a um
desenvolvimento de uma anemia mais grave, tal como descrito num gato infectado com
“Candidatus Mycoplasma turicensis”, que tinha previamente recebido acetato de
metilprednisolona (Willi et al.,, 2005). Esta situacdo revela-se particularmente
importante em situacGes de doencas concomitantes, que podem ser exacerbadas com o

tratamento a base destes compostos (Willi et al., 2007b). O uso dos glucocorticdides (1
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mg/kg/PO) deve ser reservado para gatos que ndo respondem a terapéutica com
antimicrobiano sozinho, cujo diagnostico é incerto, em que existe uma forte suspeita de
anemia hemolitica imunomediada como principal componente, ou em casos em que a
infeccdo por hemoplasmas nédo é vista como a principal causa de doenca (Willi et al.,
2007Db; Sykes, 2010; Tasker, 2010).

Gatos clinicamente doentes com hemoplasmose grave encontram-se,
frequentemente, desidratados, o que implica uma correc¢do de desequilibrios hidro-
electroliticos com fluidoterapia endovenosa (Sykes 2010; Messick & Harvey, 2011).
Tasker (2010) recomenda uma dose de 5-10 mL/kg, em gatos, a uma taxa de 0.5-2
mL/kg/h.

Os pardmetros hematologicos devem ser monitorizados e, se a anemia
decorrente da doenca é grave, com HCT <12%, podem ser necessarias transfusdes
sanguineas com eritrocitos ou sangue total, que devem ser efectuadas apos tipificacao
sanguinea e cross-matching do dador e do receptor (Sykes, 2010; Tasker, 2010;
Messick & Harvey, 2011). Pode ponderar-se, também, o recurso a compostos de

hemoglobina portadora de oxigénio como a oxiglobina.

1.12 — Prevencéo

Apesar do conhecimento existente sobre os factores de risco e vias de
transmisséo ainda ndo ser muito, e tendo em conta o ja referido, as formas de prevencéo
de transmissdo do agente passam pela eliminacgdo e controlo do contacto dos gatos com
vectores artropodes hemat6fagos, como pulgas e carragas. Nos animais com dono, deve
controlar-se 0 acesso ao exterior, para evitar actividades de luta com outros gatos
envolvendo arranhadelas e mordeduras, de forma a impedir que ocorra a transmisséo
latrogénica dos agentes hemotrdpicos. Todos os animais futuros dadores de sangue
devem ser testados, recorrendo a PCR, sO sendo selecionados aqueles cujo resultado

tenha sido negativo para todas as espécies de hemoplasma.
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1.13 — Implicac¢bes na saude publica

Foram varios os casos de hemoplasmas que faziam lembrar os de cées e gatos e
de outros animais, documentados em humanos, ao longo dos tempos. Porém,
antigamente, o diagnostico era feito através da observacdo microscopica dos mesmos na
superficie dos eritrocitos, em esfregacos sanguineos o que, como ja foi referido, pode
resultar em falsos positivos, estando dependente da observacgéo por patologistas clinicos
com experiéncia, 0 que nem sempre ocorre. Destes casos, destacam-se: um de um
individuo esplenectomizado que contraiu uma infeccdo bacteriana epieritrocitica
(Archer et al., 1979) e outro de uma jovem de 21 anos, em que a infeccdo com
micoplasmose hemotrépica foi detectada aproximadamente na mesma altura em que o
lUpus eritematoso sistémico, possivelmente devido a imunodepressdao causada por esta
afeccdo sistémica (Bosnic et al., 2010). De acordo com 0s casos mencionados antes, e
pelo motivo atras referido, é necessario olhar para estes relatos de casos com cautela,
pois muitos ndo sao verdadeiros casos, como evidenciado em Tasker et al., (2010). Mais
recentemente, e com o emergir das técnicas moleculares de diagndstico, como a PCR,
foram documentados varios casos de hemoplasmose em humanos, nomeadamente em
individuos com contacto proximo com animais, quer a nivel doméstico, quer
ocupacional. Segundo dados de 2000 e 2009, existem prevaléncias de micoplasmas
hemotrdpicos bastante elevadas, em humanos, na China, principalmente em situacGes de
grande contacto com os animais e de fracas condicGes higiénicas (Yang et al., 2000;
H.z.Yin et al., 2009; Yuan et al., 2009). Ainda na China, foi descoberto um
hemoplasma num humano com anemia de etiologia desconhecida (Yuan et al., 2007).
De acordo com dos Santos e colaboradores (2008), foi detectado Mycoplasma
haemofelis usando-se a técnica de PCR, num humano proveniente do Brasil, infectado
com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), que se encontrava com uma co-
infeccdo por Bartonella henselae e que convivia com 5 gatos, todos eles positivos para
este agente. No Texas, foi detectada, num veterinario, uma co-infeccdo com Bartonella
henselae e organismos tipo Mycoplasma (Sykes et al., 2010). Foi, ainda, documentado o
caso de uma mulher com 62 anos com anemia hemolitica e piréxia, no Reino Unido, em
que foi detectada uma nova espécie de hemoplasma responsivo a terapedtica (Steer et
al., 2011). Todos os casos anteriormente referidos sugerem que Mycoplasma haemofelis

e outros micoplasmas hemotropicos podem ter um potencial zoonoético, que se revela
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especialmente importante quando se verifica a presenca de doengas concomitantes que
envolvem algum grau de imunossupressdo. Assim, e apesar de a informacgdo actual
sobre este potencial ndo ser extensa, sendo necessarios mais estudos na area, aconselha-
se a ter cuidado quando se manipula sangue ou tecidos de gatos infectados, até que se
entenda melhor qual o verdadeiro risco destes organismos para a saude humana (Sykes,
2010).

Em Portugal, existem alguns artigos referentes a estudos de prevaléncia de
hemoplasmas felinos, um no Norte e Centro do pais, outro no Centro e Sul, um na
regido de Almada e outro em Parede. O estudo da presente dissertacdo refere-se a uma
zona geografica muito restrita, sendo interessante ver de que forma o isolamento afecta
os resultados obtidos e como estes se relacionam com 0s ja existentes sobre a doenca no
Pais. Assim, o objectivo do presente trabalho foi, através de técnicas moleculares,
avaliar a presenca e a extensdo da infeccdo pelas trés principais espécies de
micoplasmas hemotrdpicos felinos, em gatos errantes de uma col6nia que habita a Ilha
de Faro. Foi, ainda, intencdo, identificar possiveis factores de risco associados a
infeccdo causada por estes agentes infecciosos.

60



2 — Material e Métodos

2.1 — Descricao da populacgao

A populacdo estudada foi constituida por 157 gatos errantes residentes na llha de
Faro que foram sujeitos a uma campanha de esterilizacdo por parte da Associagao
“Change for Animals Foundation”, em colaboragdo com a FMV-ULHT. A recolha das
amostras utilizadas no presente estudo, decorreu entre 10 e 28 de Outubro, tendo sido
efectuada pelos veterinarios em campo na Ilha de Faro, como parte dos procedimentos
pré-cirurgicos. Da totalidade das amostras recolhidas faziam parte sangue em tubo com
EDTA, sangue em tubo seco, fezes, os 0Orgdos genitais ap6s a realizacdo do
procedimento electivo, carracas e pulgas, quando existentes, e pele da orelha. Para o
estudo conducente a presente dissertacdo, foi utilizado sangue em tubo com EDTA.
Apos a colheita, as amostras de sangue foram transportadas para o LACH, onde foram
conservadas a -80°C até ao momento do seu processamento. Este teve inicio em Julho
de 2015.

Para cada um dos animais, foi efectuado um registo, por parte do médico
veterinario responsavel, contendo os seguintes elementos: espécie, idade, género,
presenca de pulgas, presenca de carragas e alguns sinais clinicos (lesGes dérmicas,
linfadenopatia, lesdes oculares, atrofia muscular, epistaxis, palidez das mucosas,
diarreia, entre outros). A cada registo foi atribuida uma classificacdo numérica tendo os
gatos sido caracterizados nas varias vertentes anteriormente referidas.

Quanto a idade, os animais foram divididos em trés grupos: i) juvenil, com idade
inferior a um ano, ii) adulto, com idade superior a um ano e iii) sénior, com idade
superior a 10 anos.

Todos os registos e classificagdo, para os gatos positivos para Mycoplasma spp.,

podem ser observados na tabela 10 do apéndice III.
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2.2 — Extraccédo de DNA

O procedimento de extraccdo de DNA foi realizado recorrendo-se ao Kit
comercial DNeasyR Blood & Tissue Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do
fabricante relativas a extraccdo de DNA total de amostras de sangue. Este procedimento
visa isolar e purificar o DNA, provocando a sua libertacdo das células. Para que tal
ocorra, € necessaria a lise da parede celular e das membranas celular e nuclear. Esta lise
que, no caso da presente dissertacdo, foi feita por via enzimatica, ocorre com recurso a
proteinase K, a qual degrada as proteinas celulares e inactiva as DNAses. Como
consequéncia deste processo, 0 DNA fica numa conformacdo menos compacta,
resultando numa melhor amplificacdo. Para dissociar proteinas e varios outros
contaminantes existentes em suspensdo e isolar o DNA, recorreu-se a um método de
extraccdo em fase solida. Este consiste na adsorcdo de DNA a uma membrana de silica,
quando o lisado celular é colocado numa coluna de rotacdo DNeasy Mini. Durante a
centrifugacdo, o DNA liga-se de forma selectiva @ membrana de silica, a medida que os
contaminantes passam, na presenca de elevadas concentra¢des de um sal, que véo ajudar
a remover a agua de moléculas hidratadas existentes em solucdo. Os restantes
contaminantes e enzimas inibidoras sdo removidos em varios passos de lavagem

consecutivos com tampdes especificos e 0 DNA é eluido em agua desionizada estéril.

Procedimento experimental de extraccdo de DNA

As amostras sanguineas foram descongeladas mantendo-as, durante alguns
minutos, na estufa a 37°C. Posteriormente, foram pipetados 120 pL de Tampdo Fosfato
Salino (PBS, do inglés “Phosfate-Buffered Saline”), 20 uL de Proteinase K e 100 pL de
sangue proveniente da amostra, para o numero de microtubos igual ao das amostras das
quais se pretendia extrair o DNA. Os reagentes foram pipetados pela ordem em que se
encontram descritos anteriormente. De seguida pipetaram-se 200 uL de Buffer AL para
cada um dos microtubos. Foram, depois, agitados num vortex Mixer (Citomed Labnet
International Inc.), sujeitos a short-spin durante dez a quinze segundos numa centrifuga

(VWR Galaxy 14D), ap6s o que foram incubados a 56°C em banho-maria (Memmert),
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durante um periodo minimo de dez minutos. Depois deste passo, foram adicionados 200
pL de etanol a 96%, tendo de seguida ido a agitar ao vortex, apds o que foram sujeitas a
short-spin. Posteriormente, preparou-se o nimero de colunas de acordo com o0 ndmero
de amostras, identificaram-se e pipetou-se toda a mistura resultante dos passos
anteriores para as colunas. Estas foram centrifugadas a 5200 x g durante trés minutos,
apos o que se descartou o liquido filtrado e o tubo colector. As colunas foram colocadas
em novos tubos colectores, tendo-lhes sido adicionados 500 puL de Buffer AW1.
Realizou-se nova centrifugacdo a 5200 x g durante um minuto. Depois, descartaram-se
o liquido filtrado resultante e o tubo colector e colocaram-se as colunas em novos tubos
colectores, tendo de seguida sido adicionados 500 pL de Buffer AW2 e levado a
centrifugar a 14.000 x ¢ durante trés minutos. Descartou-se o liquido filtrado e
recolocaram-se as colunas nos tubos colectores, seguindo-se nova centrifugacdo a
14000 x g durante um minuto. Transferiram-se as colunas para microtubos
devidamente identificados, consoante 0 nimero de amostras no processo, adicionaram-
se 100 pL de &gua destilada, deixando incubar a temperatura ambiente durante um
minuto e realizou-se uma centrifugacdo a 5200 x g durante um minuto. Por ultimo,
retiraram-se as colunas, ficando nos microtubos o DNA que foi eluido com a agua. O

DNA foi armazenado a -20°C até ser utilizado na reaccdo de PCR.

2.3 — Avaliacéo do grau de pureza do DNA genomico e sua

integridade fisica

Para avaliar a qualidade e a integridade fisica do DNA extraido recorreu-se a
uma electroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v), numa tina Enduro Horizontal Gel
Box-Electrophoresis (Labnet).

O procedimento experimental foi o seguinte:

1. Pesou-se a massa de agarose (Seakem LE Agarose, Lonza) num
erlenmeyer,

2. Adicionou-se o tampéo Tris-Borato (90 mM) - EDTA (2mM), pH 8.3
(TBE 1 %),
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3. Juntou-se o preparado e levou-se ao microondas até que ocorresse fusdo
total da agarose; homogeneizou-se até se obter um liquido homogéneo e
de aspecto transldcido e arrefeceu-se agitando o erlenmeyer debaixo de
agua corrente,

4. Montou-se o suporte do gel com os pentes de forma a formar os pocos do
gel,

5. Adicionou-se ao gel de agarose GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium),
numa proporcao de 0,42 pL/100mL de gel,

6. Colocou-se 0 gel de agarose no suporte de electroforese, para este
polimerizar,

7. Quando o gel de agarose estava totalmente solidificado, colocou-se na
tina de electroforese,

8. Prepararam-se as amostras a aplicar no gel adicionando a 10 uL de DNA
gendémico (gDNA) 1,5 uL de loading buffer [glicerol 30% (m/v), azul de
bromofenol 0,25% (m/v)],

9. Colocou-se o gel solidificado na tina de electroforese com tampédo TBE
1x de forma a cobrir completamente o gel,

10. Aplicaram-se as amostras nos pocos do gel, ligou-se a fonte de
alimentacdo (Pharmacia LKB-GPS 200/400) e realizou-se a electroforese
a 100 — 120 Volt (V) durante, aproximadamente, 60 minutos,

11. Depois de terminada a migracdo, observou-se o gDNA num

transiluminador UV Alfa Gene, por emisséo de fluorescéncia do GelRed.

2.4 — Amplificacéo dos genes de interesse por PCR

2.4.1 — Amplificacéo do gene da Beta-glucuronidase Felina (fGUSB)
Para assegurar a auséncia de inibidores da enzima DNA polimerase todas as
amostras foram submetidas a reac¢cdo de PCR para a amplificacdo de um fragmento do

gene do gato que codifica a enzima beta-glucuronidase felina (fGUSB).
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A enzima beta-glucuronidase felina é uma glicosidase, localizada nos lisossomas
(vesiculas membranares que contém enzimas hidroliticas envolvidas na digestéo

intracelular).

De forma a amplificar uma sequéncia parcial do gene fGUSB com 177 pares de
bases, foi efectuada uma PCR convencional com 2 a 7 puL de gDNA extraido por 25 pL
de mistura reaccional total, contendo uma concentracdo final de 10 picomol (pmol) de
cada primer especifico (tabela 4), 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline), 1 U de MyTaq
DNA Polimerase (Bioline) e agua desionizada estéril até perfazer o volume final.

Os primers especificos utilizados para amplificagdo da enzima fGUSB
encontram-se descritos na tabela 4. As condi¢cdes de amplificagdo consistiram num
passo inicial de desnaturacdo a 95°C, durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95°C, durante 15 segundos, annealing a 55°C, durante 15 segundos, e
extensdo a 72°C, durante 15 segundos; a reac¢do termina ap6s uma extensdo final a
72°C, durante 7 minutos. A reaccdo de PCR foi efectuada num termociclador Rotor
Gene-Q series (QIAGEN). Em todas as reaccbes de PCR, foi incluido um controlo

negativo e um controlo positivo.

Tabela 4 — Sequéncia de primers especificos para amplificacdo de um fragmento do gene
fGUSB.

Regido Alvo Sequéncia dos primers (5°’-3) Dimenséo (pb)

Fw: GCGTTCCTTTTGCGAGAGAG
fGUSB 177
Rev: GCTGTGGAAGTTGCCCCTTA

Ap0s o término da reaccdo de PCR, as amostras foram sujeitas a electroforese
em gel de agarose a 1,5% (m/v) e visualizadas num transiluminador por emissdo de
fluorescéncia do GelRed, conforme o procedimento descrito em 2.3. Em paralelo com
0s produtos de PCR, foram aplicados num dos pogos do gel 7 pL do marcador de pesos

moleculares Hypperladder 1V (Bioline).

65



2.4.2 — Amplificacdo de DNA de Micoplasmas Hemotropicos Felinos

Todas as amostras foram testadas para a presenca de Mycoplasma spp. Foi
efectuada uma PCR com 5 a 10 pL de DNA extraido por 25 pL de mistura reaccional
total, contendo uma concentracdo final de 10 pmol de cada primer especifico (tabela 5),
1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline), 1U de MyTagq DNA Polimerase (Bioline) e agua
desionizada estéril até perfazer o volume final.

As condi¢des da PCR consistiram num passo inicial de desnaturacdo a 94°C,
durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C, durante 30 segundos,
annealing a 58°C, durante 30 segundos, e extensdo a 72°C durante 48 segundos; a
extensdo final foi realizada a 72°C, durante 5 minutos. A reaccdo de PCR foi efectuada
num termociclador Rotor Gene-Q series (QIAGEN). A técnica utilizada foi uma PCR
convencional com primers universais para Mycoplasma spp. com as sequéncias
descritas na tabela 4, que produzem fragmentos de 595 pares de bases (pb) para
Mycoplasma haemofelis e 618 pb para “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, os
quais, quando se obtém um resultado positivo, ndo se distinguem devido ao facto de os

fragmentos terem dimensdes muito proximas e terem um padrdo de migracédo idéntico.

Tabela 5 — Sequéncia dos primers universais para amplificagdo de DNA de Mycoplasma spp.
(Criado-Fornelio et al., 2003).

Sequéncia dos primers (5°-3°) Dimenséo (pb)

Fw: ATACGGCCCATATTCCTACG  Mycoplasma haemofelis: 595
Rev: TGCTCCACCACTTGTTCA “Candidatus Mycoplasma haemominutum”: 618
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Apos o término da reaccdo de PCR, as amostras foram sujeitas a electroforese
em gel de agarose a 1,5% (m/v) e visualizadas por emissédo de fluorescéncia do GelRed,
tal como descrito em 2.3. Em paralelo com as amostras foram aplicados, num dos po¢os
do gel, 7 pL do marcador de pesos moleculares Hypperladder IV (Bioline). Em todas as
reaccbes foram incluidos dois controlos negativos para garantir que ndo houve
contaminacdo durante o procedimento, dado que se tratam de agentes ubiquitarios. Foi,

ainda, incluido, um controlo positivo.

De forma a garantir a reprodutibilidade da técnica de PCR anteriormente descrita
para deteccdo de Mycoplasma spp., foi efectuada uma repeticdo da técnica em 10 % das
amostras que tinham dado, previamente, resultados negativos. Todas as amostras com

resultado positivo foram, também, repetidas.

Durante a realizagdo dos procedimentos moleculares referidos anteriormente,
foram tomadas todas as precaucdes de forma a evitar a contaminacdo cruzada. Entre
elas incluem-se a separacdo de areas de trabalho para manipular DNA e produtos de
PCR, a limpeza das bancadas de trabalho e dos varios materiais usados com uma
solucdo de hipoclorito de s6dio a 10% e a descontaminacdo de materiais (pipetas, caixas
com pontas, microtubos e suportes), antes da PCR, com recurso a luz UV, numa cdmara

de fluxo laminar Bio48M (Faster), durante um periodo minimo de 20 minutos.

2.5 — Hidrdlise dos produtos de PCR com enzimas de restricéo

para identificacdo da espécie de Mycoplasma spp.

Para se determinar a espécie de hemoplasma presente nas amostras em estudo,
de entre as trés espécies mais importantes que se consideram, efectuou-se uma hidrolise
dos fragmentos amplificados por PCR com os primers universais para Mycoplasma spp,
com trés enzimas de restricdo — Xce I, EcoR I, Tai | (Thermo Scientific). Os perfis de

restricdo séo apresentados na tabela 6.
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Para cada enzima de restri¢do, a reac¢do de hidrdlise foi efectuada, de acordo
com as instrugdes do fabricante, contendo 2 pL de enzima, 2 pL do respectivo tampao,
10 pL a 15 pL de produto de PCR e 18 pL de agua desionizada estéril. A hidrélise

aconteceu por incubacdo da mistura reaccional, a 37°C durante, pelo menos, 2 horas.

Tabela 6 — Perfis de restricdo dos produtos de PCR para identificacdo da espécie de
micoplasma (Adaptado de Criado-Fornelio et al., 2003).

Espécie Dimenséo dos fragmentos de restrigdo (pb)
Enzima Xce | Enzima EcoR | Enzima Tai |
Mycoplasma haemofelis 298, 297 Né&o corta Né&o corta

“Candidatus Mycoplasma

. ; Néo corta 271, 347 Nao corta
haemominutum

“Candidatus Mycoplasma 593, 34 ou nédo

. e N&o corta 507, 120
turicensis corta

Terminada a incubacdo, a visualizacdo dos resultados foi feita submetendo as
amostras a electroforese em gel de agarose a 3%, conforme descrito em 2.3. Em
paralelo com as amostras, num dos pogos do gel, foram aplicados 7 pL do marcador de
pesos moleculares Hyperladder IV (Bioline), para permitir estimar a dimensdo dos

fragmentos obtidos.

2.6 — Purificacéo e sequenciacao de fragmentos amplificados por
PCR

Em quatro das amostras positivas ndo foi possivel, através do perfil de restri¢éo
com as enzimas em estudo, fazer a identificacdo da espécie de micoplasma. Para que
estes resultados ndo permanecessem por clarificar, procedeu-se a sequencia¢do dos

respectivos produtos de PCR.

Os produtos de PCR a sequenciar foram, primeiro, purificados através do kit
comercial “ JETQUICK PCR product Purification spin kit” (Genomed), de acordo com

as instrucOes do fabricante, a seguir descritas.
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O procedimento de purificacdo dos produtos de PCR foi o seguinte:

1. Pipetou-se todo o produto de PCR para um microtubo de 1,5 mL e
adicionaram-se 200 mL do reagente H1,

2. Homogeneizou-se a mistura, realizando um short spin para juntar toda a
mistura no fundo do tubo,

3. Colocou-se uma coluna num tubo de recolha, identificando a coluna com o

namero da amostra em estudo,

Pipetou-se para dentro da coluna toda a mistura preparada nos passos 1 e 2,

Centrifugou-se a velocidade mé&xima, durante 1 minuto,

Desprezou-se o liquido que ficou no tubo de recolha,

N o g &

Colocou-se a coluna de novo no mesmo tubo de recolha e adicionaram-

se 250 mL do reagente H2,

8. Centrifugou-se a velocidade maxima, durante 1 minuto,

9. Desprezou-se o liquido que ficou no tubo de recolha,

10. Colocou-se a coluna de novo no mesmo tubo de recolha e centrifugou-se a
velocidade méaxima, durante 1 minuto,

11. Colocou-se a coluna num microtubo de 1,5 mL previamente identificado com
0 numero da amostra em estudo,

12. Adicionaram-se, no centro da coluna, 50 mL de agua desionizada
estéril e centrifugou-se a velocidade maxima, durante 2 minutos,

13. Eliminou-se a coluna e guardou-se o microtubo para posterior sequenciagdo

do fragmento amplificado.

Os produtos de PCR assim purificados foram enviados para a empresa STABVida,
onde foram submetidos a reaccdo de sequenciacdo pelo método de Sanger. As
sequéncias de DNA foram determinadas em ambos o0s sentidos, tendo sido obtida uma

sequéncia consenso, por comparagdo das sequéncias directa e reversa.

As sequéncias nucleotidicas consenso foram, depois, analisadas através do programa
“Basic  Local  Alignment Search  Tool” (BLAST) (disponivel em
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch), para obter a

identificacdo da espécie de micoplasma.
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2.7 — Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com recurso ao programa Microsoft
Office Excel 2007 e ao software estatistico Statistical Package for Social Sciences (IBM
SPSS, versdo 22). Inicialmente, foi feita uma abordagem de estatistica descritiva com
andlise de frequéncias, para caracterizacdo da populacdo em estudo quanto as varias
variaveis. Posteriormente, com recurso ao teste de qui-quadrado, foi procurada a
existéncia de eventuais relagbes entre um resultado positivo na reaccdo de PCR e as
varidveis sexo, idade e presenca de ectoparasitas. Foi, ainda, numa segunda fase,
procurada a existéncia de relacdes entre as variaveis intrinsecas dos animais positivos e

os sinais clinicos.
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3 — Resultados

3.1 — Estatistica descritiva da populacédo em estudo

A populacdo em estudo no presente trabalho era constituida por 157 gatos
errantes, residentes na Ilha de Faro, aos quais foi feita uma recolha de sangue periférico
e preenchida uma folha de registo com dados clinicos e epidemioldgicos. Contudo, em
algumas das 157 amostras de sangue em estudo, 0 registo encontrava-se imcompleto
para alguns dados de varidveis ndo analiticas. Os resultados obtidos foram trabalhados

tendo em conta a existéncia de dados em falta.

Dos animais para 0s quais era conhecido o0 sexo, 50,4% (65/129) eram machos e
49,6% (64/129) eram fémeas.

Dos animais para os quais era conhecida a idade, 26,4% (33/125) eram juvenis,

com idade inferior a 1 ano, e 73,6% (92/125) eram adultos, com idade superior a 1 ano.

Dos animais cuja informacdo sobre a presenca de ectoparasitas era conhecida,
34,2% (41/120) tinham pulgas. Nenhum dos animais estudados tinha carracas.

Dos animais cuja informagdo sobre os diferentes sinais clinicos exibidos era
conhecida, 23,42% (26/111) apresentavam palidez das mucosas, 5,77% (6/104)
apresentavam diarreia, 1,83% (2/109) apresentavam lesdes dérmicas, 0,93% (1/108)
apresentavam lesdes oculares, 0,92% (1/109) apresentavam linfadenopatia e 9,17 %
(10/109) apresentavam outros sinais clinicos para além dos referidos. Nenhum dos
animais apresentava atrofia muscular ou epistaxis. Esta distribuicdo encontra-se

evidenciada na figura 10.
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Figura 10 — Percentagem de sinais clinicos exibidos referente aos gatos dos quais se

tinha informagéo.

3.2 — Avaliacéo da integridade fisica do DNA gendmico

O DNA gendmico extraido foi considerado com boa integridade fisica quando se
obtinham, na electroforese em gel de agarose, bandas evidentes, de elevado peso

molecular, bem delimitadas e sem sinais de arrastamento visiveis.

Como observavel na figura 11, o DNA apresentava-se integro pelo que foi

possivel prosseguir para o procedimento subsequente, a reac¢do de PCR.

Figura 11 — Electroforese em gel de agarose a 0,8 % do DNA gendmico extraido. 1 —5:

DNA gendmico de cinco dos gatos em estudo.
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3.3 — Amplificacao, por PCR, de um fragmento do gene fGUSB

A amplificagdo do gene fGUSB foi bem-sucedida em todas as amostras em
estudo (figura 12) permitindo, assim, assegurar a inexisténcia de inibidores da DNA
polimerase que pudessem comprometer o sucesso da amplificacdo. Esta auséncia,
associada a boa integridade fisica dos DNAs, minimizam a probabilidade de ocorréncia

de resultados falso negativos na amplificacdo de DNA de micoplasmas hemotrdpicos.

1 2 3 4 M

Figura 12 — Electroforese em gel de agarose a 1,5 % de amostras com amplificacdo bem-
sucedida para o gene fGUSB. 1 — 4: Produto de PCR de quatro amostras em estudo. M —

Marcador de pesos moleculares Hypperladder 1V (Bioline).

3.4 — Amplificacéo, por PCR, de DNA de Mycoplasma spp.

A reaccdo de PCR permitiu detectar DNA de Mycoplasma spp. em 32 dos 157
gatos estudados (figura 13), o que corresponde a uma percentagem de animais
infectados de 20,4%.
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Figura 13 — Electroforese em gel de agarose a 1,5% do produto de PCR de quatro amostras
com amplificacdo bem-sucedida para o gene 16S rRNA de Mycoplasma spp. 1 — 4: Produto de
PCR, M — Marcador de pesos moleculares Hypperladder 1V (Bioline).

3.5- Relacdo entre a infeccdo por Mycoplasma spp. e as variaveis

categoricas

De entre os animais com resultado de PCR positivo 73,1% (19/26) eram machos e
26,9% (7/26) eram fémeas (figura 14).

PCR: 1

= Macho

Fémea

Figura 14 — Relacéo entre a positividade da PCR para Mycoplasma spp. e 0 sexo dos

animais.
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Ainda entre os gatos com PCR positivo, 4,3% (1/23) eram juvenis e 95,7%
(22/23) eram adultos (figura 15).

s Juvenil
® Adulto

Figura 15 — Relacéo entre a positividade da PCR para Mycoplasma spp. e a idade dos animais.

Relativamente a presenca de pulgas, em 69,2% (18/26) dos gatos com resultado
de PCR positivo ndo foram encontrados estes ectoparasitas, tendo sido detectados em
30,8% (8/26) dos animais positivos (figura 16).

5 Ausentes
Presentes

Figura 16 — Relagdo entre a positividade da PCR para Mycoplasma spp. e a presenga de pulgas.
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Foi, ainda, possivel caracterizar a percentagem de alguns sinais clinicos nos
gatos com resultado de PCR positivo, encontrando-se a informagao disponivel resumida

na tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo relativa de sinais clinicos obtidos nos gatos com resultado de PCR

positivo para Mycoplasma spp.

Sinais Clinicos Frequéncia
Absoluta Relativa (%0)
LesGes dérmicas 1(n=21) 4,8
Linfadenopatia 1(n=21) 4.8
Lesdes oculares 0(n=21) 0
Atrofia muscular 0(n=21) 0
Epistaxis 0(n=21) 0
Palidez das mucosas 2 (n=21) 9,5
Diarreia 1(n=20) 5
Outros 3(n=21) 14.3

3.6 — Identificacéo da espécie de hemoplasma

A hidrolise com as enzimas de restricdo Xce I, EcoR | e Tai | (figura 17)
permitiu a identificacdo da espécie em 87,5% (28/32) dos casos. Em quatro das
amostras positivas, os perfis de restricdo obtidos eram contraditérios, tendo a espécie de

Mycoplasma spp. sido identificada por sequenciagéo do produto de PCR.

As frequéncias de cada espécie de micoplasma, em infeccdo Unica e co-
infeccdo, no total das 157 amostras em estudo, encontram-se dispostas na tabela 8. Os
dados referentes a espécie identificada para cada uma das amostras positivas na PCR

encontram-se na tabela 9, em apéndice.
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N
Tai l EcoR | Xce |

Figura 17 — Gel de agarose apds electroforese dos fragmentos de restri¢cdo pelas endonucleases
Tai I, EcoR | e Xce I. 1 — auséncia de hidrdlise, 2 — “ Candidatus Mycoplasma haemominutum”,
3 —Mycoplasma haemofelis, 4 — “Candidatus Mycoplasma haemominutum” + Mycoplasma
haemofelis, 5 — Mycoplasma haemofelis, 6 — “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, 7 —
Mycoplasma haemofelis + “Candidatus Mycoplasma haemominutum”. M — Marcador de pesos

moleculares Hypperladder 1V (Bioline).

77



Tabela 8 — Frequéncias das diferentes espécies de hemoplasma encontradas, em infeccao Unica
e em co-infecgéo.

Frequéncia

Espécie de Micoplasma :
Absoluta (n = 157) Relativa (%0)

Mycoplasma haemofelis (Co + 1U) 19 12,1
Mycoplasma haemofelis (1U) 7 4,5

Mhf + CMhm 12 7,6
e 2
“Candidatus Mycoplasma 11 70
haemominutum” (1U) ’
“Candidatus Mycoplasma turicensis” (1U) 2 1,3

Co - co-infeccdo, IU — infec¢do Unica, Mhf — Mycoplasma haemofelis, CMhm — “Candidatus

Mycoplasma haemominutum”.

3.7- Avaliacao de factores de risco

De forma a avaliar a existéncia de uma eventual associacdo entre as variaveis
sexo, classe etaria e a existéncia de pulgas, foi efectuado o teste de Qui-Quadrado. Os
factores analisados cujos resultados de significancia (p) eram inferiores ou iguais a 0,05

foram considerados como sendo estatisticamente significativos.
3.7.1 - Sexo

Foi observada uma relacdo estatisticamente significativa entre as varidveis
infeccdo por Mycoplasma spp. e sexo (p = 0,008). Como se pode ver pela figura 18, o
numero de machos infectados com Mycoplasma spp. € bastante superior ao das fémeas.
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PCR
60 )

= Negativo
Positivo

50

N° de gatos

Machos Fémeas
Sexo

Figura 18 — Relacdo entre a presenca de infecgdo por Mycoplasma spp. € 0 sexo enquanto

factor de risco.

Devido a existéncia de relagdo estatistica entre sexo e presenca de infec¢do por
Mycoplasma spp., foi, entdo, calculado o risco. O valor obtido foi de 2,673 com um

intervalo de confianga a 95% [1,207;5,917], traduzindo-se num risco acrescido, de igual

valor, para machos.

3.7.2 — Classe de idade

Foi, também, observada uma relagdo estatisticamente significativa entre as
variaveis infeccdo por Mycoplasma spp. e classe de idade (p = 0,004). Como se pode
ver pela figura 19, o nimero de animais adultos infectados com Mycoplasma spp. é

bastante superior ao dos animais juvenis.
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Positivo
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N° de gatos
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Adultos

Juvenis Classe de idade

Figura 19 — Relag&o entre a infecgdo por Mycoplasma spp.e a classe de idade enquanto factor

de risco.
Devido a existéncia de relagdo estatistica entre a classe de idade e o resultado

positivo para Mycoplasma spp. foi, entdo, calculado o risco. O valor obtido foi de 0,127

com um intervalo de confianca a 95% [0,018;0,903], sendo o risco acrescido para

animais mais velhos.
3.7.3 — Presenca de Pulgas
N&o foi encontrada nenhuma relagdo estatisticamente significativa entre a
variavel presenca de pulgas e a positividade da PCR para Mycoplasma spp. (p = 0,435).
3.7.4 — Variaveis intrinsecas e sua relacdo com a infecgéo por

Mycoplasma spp.

Para os animais infectados, foi avaliada a existéncia de uma eventual relacdo
entre as variaveis intrinsecas dos animais, como 0 sexo, a idade, a presenca de pulgas, a

espécie de hemoplasma infectante e os sinais clinicos, ndo tendo sido encontrado nada

significativo a nivel estatistico.
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4 — Discussao dos resultados

A micoplasmose felina, também denominada de Anemia Infecciosa Felina, é
uma doenca causada por bactérias ubiquas pertencentes ao género Mycoplasma. Com o
presente trabalho pretendeu-se avaliar a presenga de infeccdo por estes agentes numa
populacdo de gatos errantes residente na Ilha de Faro, através da amplificacdo, por PCR,

de DNA destas bactérias em amostras de sangue total.

No presente estudo foi encontrada uma percentagem de infeccdo por
Mycoplasma spp. de 20,4%, valor semelhante ao descrito em varios paises da Europa
(Tasker et al., 2003b; Bauer et al., 2008; Gentilini et al., 2009; Mabher et al., 2010), nos
EUA (Sykes et al., 2007) e no Japéo (Tanahara et al., 2010). Noutros estudos, foram
obtidas prevaléncias de infeccdo por Mycoplasma spp. superiores, variando entre 38% e
58,3%, em paises como 0 Canada (Kewish et al., 2004), a Africa do Sul (Lobetti &
Tasker, 2004) e o Japdo (Fujihara et al., 2007). Em Portugal, no Centro e Sul do Pais,
Duarte e colaboradores (2014) identificaram a infecgé@o por estes agentes em 27,1% dos
gatos estudados. Ja no Centro e Norte de Portugal, Martinez-Diaz e colaboradores
(2013) detectaram 43,44% de animais com resultado positivo para Mycoplasma spp.
Esta disparidade de resultados podera ser devida, ndo sé ao diferente nimero de animais
envolvidos, como ao facto de estes autores terem incluido no seu estudo, além de gatos
errantes, também animais de abrigo. A zona geografica em estudo foi, igualmente,
diferente, tendo, ainda, a populacdo do presente trabalho a caracteristica Unica de se
encontrar geograficamente isolada. Todas estas diferengas condicionam e limitam a

comparagao dos diferentes resultados.

No presente trabalho, a espécie de hemoplasma encontrada em maior
percentagem de infecgdo Unica foi “Candidatus Mycoplasma haemominutum” com um
valor de 7%, como seria de esperar por ser, normalmente, a mais prevalente.
Mycoplasma haemofelis, com um valor de 4,5%, foi a segunda espécie mais
identificada. A espécie “Candidatus Mycoplasma turicensis” foi detectada no presente
estudo em 1,3% das amostras estudadas (tabela 8). Os dois estudos efectuados em
Portugal em que foi descrita infecgdo Unica com este Ultimo agente referem valores de
0,6% (Martinez-Diaz et al., 2013) e 0,8% (Duarte et al., 2014). Em vérios estudos pelo

mundo, os valores descritos para a taxa de infeccdo Unica por este micoplasma, em
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gatos, sdo muito baixos (0 — 4%) e proximos do obtido neste trabalho. Todavia, de
acordo com Willi e colaboradores (2006a), foram descritas percentagens deste
hemoplasma mais elevadas na Austrélia (10 %) e na Africa do Sul (26 %). No que diz
respeito a co-infeccao, esta espécie aparece, frequentemente, descrita em infecgbes com
uma ou mais espécies de hemoplasma descritas em gatos (Fujihara et al., 2007; Peters et
al., 2008; Tanahara et al., 2010; Georges et al., 2012; Jenkins et al., 2013).

A percentagem total de infeccdo por “Candidatus Mycoplasma haemominutum”
do presente estudo (14,6%) é bastante inferior a encontrada no estudo de Martinez-Diaz
et al. (2013) (61,8 %) e um pouco inferior a de Duarte et al. (2014) (17,8%). A
percentagem total de Mycoplasma haemofelis (12,1%) é ligeiramente inferior a
encontrada nos dois estudos supracitados (14,1% e 14,4 %, respectivamente), sendo,
também, inferior & descrita por Pais (2013) (20,7%). E, ainda, bastante inferior &
encontrada num estudo efectuado em Portugal, em animais suspeitos de ter
hemoplasmose atendidos num hospital veterinario na Parede (69,7%), mas que
apresentava uma amostra reduzida e com animais que se supunha terem a infecgéo, o
que ndo era o caso do presente trabalho. No presente estudo foi encontrada infecgédo
mista por Mycoplasma haemofelis e por “Candidatus Mycoplasma haemominutum” em
7,6% das amostras (tabela 8). Esta percentagem é muito inferior a descrita nos dois
principais artigos sobre hemoplasmose no Pais, anteriormente referidos. Mais uma vez,
as diferencas existentes entre as populacdes estudadas, nomeadamente no que respeita a
sua dimensdo e caracteristicas epidemioldgicas, podem justificar a desigualdade nas
taxas de infeccdo descritas. Ainda assim, globalmente, a percentagem total de
hemoplasmas obtida no presente estudo é proxima da obtida em varios paises com
climas idénticos a0 do Sul do Pais e em populacbes cujo estado de saude é
desconhecido (Criado Fornelio et al., 2003; Luria et al., 2004; Gentilini et al., 2009).

A regido vulgarmente conhecida como “Ilha de Faro“ ou “Praia de Faro” é uma
peninsula natural, de pequenas dimensdes, acessivel apenas por uma estreita passagem a
partir de terra, localizada na cidade de Faro. Possui um clima de tipo mediterranico,
com temperaturas amenas ao longo de todo o ano (Change for Animal Foundation, s.d.).
A coldnia de gatos ai residente encontra-se isolada, ndo se verificando a entrada de
animais do exterior. Fora da época de Verdo (Unica altura em que se verificam grandes

movimentacGes de turistas), a alimentacdo disponivel para 0s gatos € escassa,
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dependendendo, essencialmente, do que lhes é disponibilizado pela comunidade local de
pescadores. Numa populagdo com estas caracteristicas, poderia ser expectavel uma
elevada taxa de infeccdo por Mycoplasma spp. Este cenério, contudo, ndo se confirmou,
0 que podera, eventualmente, ficar a dever-se a: i) elevadas taxas de morbilidade e
mortalidade decorrentes da subnutricio e, consequente, imunossuUpressao,
principalmente entre o Outono e a Primavera, ii) o facto de a colheita das amostras ter
coincidido com o fim da época balnear, altura em gque os animais se encontram melhor
nutridos e com o sistema imunitario mais competente para lidar com a infeccéo e iii) a
possibilidade de a populacéo ter atingido um nivel plateau/estacionario ou de equilibrio,
uma vez que ndo existindo migracdo natural de novos animais, poderdo existir
hierarquias bem estabelecidas e menos casos de lutas entre animais. A estas razdes
pode, ainda, juntar-se o desconhecimento sobre a distribuicdo de ectoparasitas, como
pulgas e carracas, apontadas, por alguns autores, como potenciais vectores da

hemoplasmose.

No caso dos animais com resultado positivo, o sinal clinico mais compativel
com a infeccdo seria a palidez das mucosas, a qual deveria resultar da anemia provocada
pelos agentes micoplasmicos. No entanto, e tendo em conta a populacdo estudada, a
anemia por si s6, poderia existir devido a outros factores. Tratando-se de uma populacéo
de gatos errantes, e devido a um maior nimero de comportamentos de risco por eles
exibidos, quando em compara¢do com animais urbanos, com proprietario e acesso
controlado ao exterior, é possivel supor a existéncia de uma maior probabilidade de
exposicao a agentes infecciosos varios, que podem, também, provocar anemia e outros
sinais clinicos compativeis com hemoplasmose. Porém, os sinais clinicos considerados
no presente estudo (lesdes dérmicas, linfadenopatia, lesdes oculares, atrofia muscular,
epistaxis, palidez das mucosas e outros — apéndice 1), foram encontrados, de acordo com
a informacdo contida nas fichas de registo, em poucos animais positivos para
hemoplasmose (tabela 7). Tal facto pode justificar-se pela reduzida quantidade de dados
existentes para os varios individuos estudados e a ndo relacdo de alguns destes sinais
clinicos com a doenca em estudo. Além disso, tal como referido anteriormente, muitos
dos animais com hemoplasmose sdo portadores assintomaticos, ndo apresentando sinais

clinicos visiveis, muitas vezes s6 os desenvolvendo quando em presenca de doencas
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concomitantes que envolvam algum grau de imunosupressdo (infeccdo por FIV e

FeLV), situacGes de stress, lutas com outros animais e terapéuticas imunossupressoras.

No presente estudo foi realizada uma avaliagdo de factores de risco para a
hemoplasmose, nomeadamente o sexo, a idade e a presenca de ectoparasitas. Os
resultados obtidos sugerem que ser macho é um factor de risco (p = 0,008), o0 que esta
de acordo com o descrito por diversos autores (Tasker et al., 2003b, 2004; Willi et al.,
2006a; Bauer et al., 2008; Roura et al., 2010; Georges et al., 2012; Jenkins et al., 2013).
A elevada densidade populacional destes gatos na llha de Faro pode levar a problemas
de luta pelo territério, particularmente nos machos, o que, como ja referido, pode
potenciar a infeccdo com micoplasmas hemotropicos. A idade, neste caso o ser adulto,
em comparacdo com os juvenis, foi considerado um factor de risco, mesmo tendo em
conta o facto de a amostra estudada ndo ser equitativa, havendo muito mais adultos que
juvenis. Ainda assim, obteve-se uma relacdo estatisticamente significativa com p =
0,004. Este achado faz sentido, de acordo com varios autores (Tasker et al., 2003b,
2004; Maher et al., 2010; Georges et al., 2012; Jenkins et al., 2013), uma vez que
animais com mais idade, podem exibir um sistema imunitario com menor competéncia e
menos eficaz a lidar com infec¢des. Além disso, observa-se um aumento progressivo da
ocorréncia da doenca com a idade, o que podera ser devido a um aumento de exposi¢do

ao longo da vida do animal, como sugerido por Tasker e Braddock (2004).

Entre a presenca de pulgas e o resultado positivo para Mycoplasma spp., ndo foi
detectada uma relacéo estatisticamente significativa. Todavia, apesar de nédo ter sido
possivel estabelecer essa relacéo, de acordo com a literatura existente, suspeita-se que as
pulgas possam funcionar como vectores artrépodes de micoplasmose hemotrdpica,
principalmente devido a distribuicdo sazonal da hemoplasmose (Gentilini et al., 2009) e
atendendendo a existéncia de maiores prevaléncias em paises com climas mais quentes
(Criado Fornelio et al., 2003; Lobetti & Tasker, 2004; Luria et al., 2004; Tasker et al.,
2004). As carracas ndo puderam ser consideradas, pois ndo foi encontrada nenhuma em
qualquer dos animais analisados, pelo que a sua relagdo com os resultados ndo pdde ser
estabelecida. De acordo com Taroura e colaboradores (2005), as carragas também

podem funcionar como vectores de hemoplasmose.
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As diferencas encontradas entre os valores obtidos no presente estudo e os
apresentados por outros autores podem ser justificados com a heterogeneidade da
dimensdo das amostras e das caracteristicas das populacdes estudadas, muito devido a
utilizacdo, por diversos autores, de amostragem de conveniéncia, com as amostras a
incluirem s6 animais saudaveis, s6 animais doentes, com hemoplasmose ou outras
doencgas, ou um misto de ambos, o que acaba por dificultar a comparagédo de resultados
entre os diferentes estudos. O mesmo acontece, ainda, devido a diferentes técnicas de
diagnostico utilizadas, diferentes critérios de inclusao e diferentes métodos de avaliagédo
estatistica, além de questdes climaticas e de distribuicdo de vectores artropodes que se

relacionam com as anteriores.

O presente estudo apresenta como principal limitacdo, a falta de dados clinicos
referentes a varios animais (em virtude de um imcompleto preenchimento da folha de
registo), impedindo a inferéncia de mais conclusdes que melhor pudessem elucidar
sobre o tema. O recurso a técnica de PCR quantitativa, poderia ter permitido obter
informacdo sobre a quantidade de bactérias em circulacédo e, assim, ajudar a esclarecer a

importancia clinica da infeccao.

O presente trabalho revela-se particularmente importante, tendo em conta o
reduzido nimero de estudos efectuados em Portugal sobre esta temaética, contribuindo
para 0 aumento do conhecimento existente sobre esta infeccdo no nosso Pais. O estudo
refere-se a uma regido onde nenhuma pesquisa semelhante havia, ainda, sido efectuada,
permitindo, assim, conhecer melhor a realidade nacional, no que concerne a infeccao
provocada pelos micoplasmas hemotropicos em gatos. O isolamento geografico da

populacdo estudada torna-a, ainda, um excelente modelo para estudos epidemiolégicos.
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5 — Conclusao

O estudo dos micoplasmas hemotropicos felinos € importante porquanto se trata
de agentes com uma distribuicdo mundial, ubiquitarios e com prevaléncias
relativamente elevadas. A sua relevancia clinica pode ser de dificil avaliacdo, pois nem
todos os animais em que sdo detectados os agentes estéo, efectivamente, doentes. Esta
relevancia vai depender de varios factores que deverdo ser analisados de forma atenta,
nomeadamente a espécie de hemoplasma, a carga de microorganismo infectante, a
presenca de diferentes isolados e a condi¢do imunitéaria do animal. Estas bactérias sdo,
geralmente, consideradas de patogenicidade reduzida com excepgdo de Mycoplasma

haemofelis, que parece causar anemias hemoliticas mais graves e potencialmente fatais.

Os objectivos determinados para a presente dissertacdo foram atingidos com
sucesso, na medida em que foi possivel identificar, ndo s6 a presenca de micoplasmas
hemotrépicos em 20,4% da populacdo estudada, como identificar a espécie de todos 0s

isolados.

O trabalho experimental desenvolvido permitiu aumentar o conhecimento do
panorama nacional, seja no que se refere a infeccdo por micoplasmas hemotropicos em
gatos errantes, seja no que se refere a distribuicdo geral e das diferentes espécies, assim

como aos factores de risco.

Pelo facto de o diagnéstico de hemoplamose ser complexo, devido a falta de um
estado de bacteriémia que seja facilmente identificavel em infecgdes latentes e cronicas,
assim como a rapida perda de bacteriémia na altura do aparecimento dos sinais clinicos
em gatos infectados de forma aguda, é importante aprofundar a investigacdo nesta area,
ndo s6 de forma a desenvolver novos métodos de diagndstico mais rapidos, sensiveis e
menos dispendiosos, como a aprofundar o conhecimento dos mecanismos de

patogenicidade e evasao ao sistema imunitario do hospedeiro.
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APENDICE I

Folha de identificacéo e registo individual de cada animal

Projecto “ Gatos da Ilha de Faro”

Identificacéo do animal Datadacolheita /[

Idade: Juvenil (<1 ano) |:| Adulto( > 1 ano) |:| Sénior (> 10 anos) |:|

Sexo: Masculino |:| Feminino |:|

Presenca de carracas:
Néo |:| Sim|:|
Presenca de pulgas:

Néo|:| Sim|:|

Sinais clinicos presentes:
Sim Nao

Lesbes dérmicas
Linfadenopatia
Lesdes oculares
Atrofia muscular
Epistaxis

Palidez das mucosas
Diarreia

Outros sinais clinicos:

Produto recolhido:
Sim Nao

Sangue em EDTA
Sangue em tubo seco
Fezes

Orgaos genitais

Pele da orelha
Carragas

Pulgas

Outras amostras




APENDICE II

Tabela 9 — Espécies de micoplasmas hemotropicos presentes nas amostras com
amplificag&o positiva.

Identificacdo da amostra Espécies encontradas

Amostra 10 CMt
Amostra 14 Mhf
Amostra 15 CMhm
Amostra 24 Mhf
Amostra 25 Mhf
Amostra 26 CMhm
Amostra 40 CMhm
Amostra 41 CMhm
Amostra 43 Mhf e CMhm
Amostra 49 Mhf e CMhm
Amostra 51 Mhf
Amostra 59 Mhf
Amostra 63 Mhf e CMhm
Amostra 86 Mhf e CMhm
Amostra 88 CMhm
Amostra 94 Mhf e CMhm
Amostra 95 CMhm
Amostra 98 Mhf
Amostra 100 Mhf e CMhm
Amostra 103 Mhf e CMhm
Amostra 105 CMt
Amostra 111 CMhm
Amostra 120 CMhm



Amostra 125
Amostra 128
Amostra 130
Amostra 131
Amostra 132
Amostra 134
Amostra 136
Amostra 141
Amostra 164

Mhf e CMhm
CMhm
Mhf e CMhm
Mhf e CMhm
CMhm
Mhf e CMhm
Mhf
CMhm
Mhf e CMhm

Mhf — Mycoplasma haemofelis, CMhm — “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, CMt —
“Candidatus Mycoplasma turicensis.



APENDICE 111

Tabela 10 — Resumo dos dados recolhidos para cada um dos gatos positivos para

Mycoplasma spp.

ID

Espécie

Idade Sexo Ectoparasitas  Sinais Clinicos
Amostra  Hemoplasma
10 CMt Sem dados  Sem dados Sem dados Sem dados
Granuloma
14 Mhf Adulto Macho N&o tem membro posterior
direito
15 CMhm Sem dados  Sem dados Sem dados Sem dados
24 Mhf Adulto Fémea Né&o tem Sem dados
25 Mhf Juvenil Macho Nao tem Seborreia
26 CMhm Sem dados  Sem dados Sem dados Sem dados
40 CMhm Adulto Macho Né&o tem Sem dados
41 CMhm Adulto Macho Pulgas N&o tem
43 Mhf e CMhm Adulto Fémea N&o tem Sem dados
49 Mhfe CMhm  Semdados  Sem dados Sem dados Sem dados
51 Mhf Adulto Macho N&o tem Palidez das
mucosas
59 Mhf Adulto Fémea Nao tem N&o tem
63 Mhf e CMhm Adulto Fémea Né&o tem Néo tem
LesOes
86 Mhfe CMhm  Sem dados Macho Nao tem dgrmatologlc_as,
linfadenopatia,
otite
88 CMhm Adulto Fémea Pulgas Palidez das
mucosas
94 Mhfe CMhm  Semdados  Sem dados Sem dados Sem dados
95 CMhm Adulto Macho Nao tem Né&o tem
98 Mhf Adulto Macho Pulgas N&o tem
100 Mhf e CMhm Adulto Macho Né&o tem Nédo tem



103
105
111
120
125
128
130
131
132
134
136
141
164

Mhf e CMhm
CMt
CMhm
CMhm
Mhf e CMhm
CMhm
Mhf e CMhm
Mhf e CMhm
CMhm
Mhf e CMhm
Mhf
CMhm
Mhf e CMhm

Sem dados
Sem dados
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Sem dados
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Sem dados
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
Macho

Fémea

Sem dados
Né&o tem
Né&o tem

Pulgas
Nao tem
Né&o tem

Pulgas

Pulgas

Pulgas

Pulgas
Nao tem
Né&o tem

Nao tem

Sem dados

Sem dados

Sem dados
Né&o tem
Né&o tem
Né&o tem
Né&o tem
Né&o tem
Né&o tem
Né&o tem
Diarreia
Né&o tem

Né&o tem
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