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RESUMO

A anemia por doenca infecciosa em gatos é causada principalmente por retrovirus,
hemoparasitas, ou por sua associacao. No Brasil, os hemoparasitas de gatos domésticos sédo
pouco relatados e coinfec¢Bes foram descritas apenas em alguns estados, devido a baixa
sensibilidade e especificidade da hematoscopia e ao alto custo na utilizagdo da biologia
molecular para o diagnéstico individual de cada agente. As infec¢des pelos retrovirus FIV (virus
da imunodeficiéncia felina) e FeLV (virus da leucemia felina) sdo responsaveis por alta
morbidade e mortalidade em gatos domésticos no mundo todo. Os hemoparasitas comumente
sdo agentes oportunistas em uma infeccao retroviral, devido a imunodeficiéncia causada pelo
virus, podendo agravar o quadro clinico do paciente. Os principais fatores de risco para
infeccdo por retrovirus ja foram estabelecidos, no entanto, o papel de artrépodes sugadores de
sangue e o contato entre gatos na disseminacdo desses agentes sdo desconhecidos. Os
fatores de risco relacionados a infeccdo pelos hemoparasitas ndo estdo completamente
elucidados. Os objetivos deste estudo foram: determinar a prevaléncia de infeccbes e
coinfeccdes entre retrovirus e hemoparasitas em gatos domésticos anémicos e ndo anémicos;
avaliar a correlacdo entre grau de regeneracdo da anemia e a presenca de coinfec¢des; a taxa
de 6bito em relagdo aos gatos coinfectados; avaliar a ocorréncia de outras doencas que nao
envolvam anemia na presenca de infec¢des e coinfeccdes; e estabelecer os fatores de risco
envolvidos em infeccbes e coinfec¢cdes por hemoparasitas e retrovirus a fim de estabelecer
medidas de prevencado. Foram avaliadas 142 amostras de sangue de gatos domeésticos, sendo
40 doentes anémicos (grupo 1), 50 doentes ndo anémicos (grupo Il) e 52 saudaveis (grupo lll).
Realizou-se um painel de deteccédo de patdgenos pela técnica do PCR em tempo real para 0s
seguintes agentes: Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp.,
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’, FIV e FelLV; e sorologia para detec¢cdo de anticorpos contra FIV e antigeno
(proteina nuclear p27) da FelLV. Do total de amostras, 29% (59/142) foram positivas para pelo
menos um agente etiologico, sendo que destas, 38/59 (64,4%) apresentaram infecgdo Unica e
35,6% (21/59) coinfeccdo. Gatos machos, na faixa etaria entre um e oito anos, e com acesso a
rua sdo mais predispostos a infec¢des por hemoparasitas e pelos retrovirus FIV e FeLV.
Palavras-chave: anemia, gatos, hemoparasitas, retrovirus, coinfecgdes



ABSTRACT

Anemia due to infectious disease in cats is mainly caused by retroviruses,
hemoparasites, or by their association. In Brazil, hemoparasites of domestic cats are rarely
reported and coinfections were described only in some states, due to low sensitivity and
specificity of hematoscopy and high costs in the use of molecular biology to the diagnosis of
each individual agent. Infections by retroviruses FIV (feline immunodeficiency virus) and FelLV
(feline leukemia virus) are responsible for high morbidity and mortality in domestic cats
worldwide. Hemoparasites commonly are opportunistic agents in a retroviral infection due to
immunodeficiency caused by virus, and may worsen the patient's condition. The main risk
factors for infection by retroviruses have been established, however, the role of blood-sucking
arthropods and contact between cats in the spread of these agents is unknown. Risk factors
related to infection by hemoparasites are not fully elucidated. The objectives of this study were
to determine the prevalence of infections and coinfections between retroviruses and
hemoparasites in anemic and non-anemic domestic cats; evaluate the correlation between the
degree the anemia regeneration and the presence of coinfections; the rate of death compared
to coinfected cats; review the occurrence of other diseases not involving anemia in the presence
of infections and coinfections; and establish the risk factors involved in infections and
coinfections by retroviruses hemoparasites to establish preventive measures. One hundred and
forty two blood samples from domestic cats, 40 anemic patients (group 1), 50 non-anemic
patients (group Il) and 52 healthy cats (group Ill) were evaluated. A real time PCR panel was
performed for the following agents: Anaplasma spp, Bartonella spp, Cytauxzoon felis, Ehrlichia
spp, Mycoplasma haemofelis, 'Candidatus Mycoplasma haemominutum’, 'Candidatus
Mycoplasma turicensis', FIV and FeLV, and serology for detection of FIV antibodies and antigen
(p27 core protein) of FeLV. Of the total sample, 29% (59/142) were positive for at least one
agent, and of these, 38/59 (64.4%) had single infection and 35.6% (21/59) coinfection. Male
cats aged between one and eight years, with access to the street are more susceptible to
hemoparasites and FIV and FelLV infections.

Key words: anemia, cats, hemoparasites, retrovirus, coinfections
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1. INTRODUGAO GERAL

A anemia por doenca infecciosa em gatos é causada principalmente por retrovirus,
hemoparasitas, ou por sua associacdo. O diagndstico destes agentes € um desafio na rotina
clinica veterinaria, devido a baixa sensibilidade e especificidade da hematoscopia e ao alto
custo na utilizacéo da biologia molecular para o diagnéstico individual de cada agente (Correa
etal., 2011).

As infeccdes pelos retrovirus FIV (virus da Imunodeficiéncia Felina) e FelLV (virus da
Leucemia Felina) sdo responsaveis pelas doencas infecciosas mais prevalentes em gatos
domésticos no mundo todo (Hartmann et al., 2001). Segundo Souza & Teixeira (2003) a
anemia em gatos infectados pela FelLV pode ser atribuida as doencas inflamatérias ou
desordem primaria da medula 6ssea. No caso de doenca inflamatéria, parece ocorrer uma
retencdo das reservas de ferro no sistema monocitico fagocitario, hepatocitos e células
epiteliais intestinais, havendo uma insuficiéncia de ferro para a hematopoese. Na FIV, a anemia
€ mais comum e mais grave em gatos com imunossupressao clinicamente avancada,
provavelmente por infeccdo em células precursoras na medula dssea (Harbour et al., 2006).

Os hemoparasitas comumente sdo agentes oportunistas em uma infeccdo retroviral,
devido a imunodeficiéncia causada pelo virus, podendo agravar o quadro clinico do paciente
(Harrus et al, 2002; Luria et al., 2004; Harvey, 2006). Os hemoparasitas mais relatados nestes
casos sdo os hemoplasmas, que sdo o Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (Sykes et al., 2007). No entanto, outros
hemoparasitas como Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Bartonella spp. e Cytauxzoon spp. podem
estar envolvidos e devem ser pesquisados (Oliveira, 2008; Correa et al., 2011; Braga et al.,
2013; Maia et al., 2013; Miceli et al., 2013).

Os hemoparasitas podem ser agentes primarios, ou ainda estarem associados com
outros hemoparasitas, na causa da anemia. No caso dos hemoplasmas, é importante identificar
a espécie devido a variagdo na patogenicidade, sendo que o M. haemofelis €
reconhecidamente o mais patogénico podendo, sozinho, causar anemia aguda (Grace &
Norsworthy, 2011). As infec¢des agudas por M. haemofelis podem gerar crises hemoliticas
acentuadas e as vezes fatais, inclusive em animais imunocompetentes, sendo a mortalidade
elevada nesta fase (Sykes, 2003). O ‘Candidatus M. haemominutum’ parece ser patogénico
apenas em coinfecgbes com retrovirus e pode ser um cofator na progressdo de doencas

retrovirais, neoplasias e doencas imunomediadas. O ‘Candidatus M. turicensis’ é uma



descoberta recente e o seu significado permanece incerto, mas sugere-se que seu potencial
patogénico dependa de cofatores (Willi et al., 2006b; Grace & Norsworthy, 2011).

Estudos sugerem diferencas entre os trés hemoplasmas também nas suas habilidades
de estabelecer uma condicdo portadora. Um estado de portador parece ser comumente
encontrado em infecgbes por ‘Candidatus M. haemominutum’, mas menos frequente em
infecgcbes por M. haemofelis (Tasker, 2006). Por outro lado, eliminagdo espontanea da
bacteremia de ‘Candidatus M. turicensis’ foi relatada em dois gatos infectados
experimentalmente, permanecendo sem infeccdo mesmo apds 1 ano e apds imunodepressao
(Willi et al., 2006a). Estes portadores clinicamente sadios podem se tornar carreadores
cronicos por um longo tempo, mesmo quando tratados com antibidticos efetivos contra o
agente, podendo ocorrer reativacdo da doenca em uma imunossupressao (Willi et al., 2006b).

Ehrlichia e Anaplasma sdo parasitas intra-celulares obrigatérios de plaquetas e
leucdcitos. Existem poucos relatos sobre estas bactérias em gatos no Brasil (Almosny &
Massard, 2002; Correa et al., 2011). Até o momento, pouco se sabe sobre a patogénese da
Anaplasmose em gatos, sendo que muitos apresentam sinais vagos, nao especificos da
doenca (Grace, 2011). A natureza inespecifica dos sinais clinicos pode ter resultado no
subdiagndstico deste parasita no Brasil (Oliveira, 2008).

A cytauxzoonose € causada por um protozodrio e os felideos quando infectados podem
apresentar obstrucdo vascular ou anemia hemolitica com alta taxa de mortalidade (Robson &
Crystal, 2011). Entretanto, foram encontrados felideos clinicamente saudaveis sendo
portadores do agente, sugerindo a existéncia do estado de portador assintomatico do
Cytauxzoon felis (Brown et al., 2008). Recentes estudos sugerem que existam diferentes
genadtipos deste parasito, podendo alguns serem mais patogénicos do que outros (Robson &
Crystal, 2011).

Os gatos sao reservatdrios para diversas espécies de Bartonella que sdo associadas
como zoonose, como a Bartonella henselae, Bartonella clarridgeaie e a Bartonella koehlerae,
causando principalmente a doenca da arranhadura do gato nos seres humanos (Robson &
Crystal, 2011). O papel desta bactéria como causadora de doenca em gatos ainda é incerta,
porém verificou-se que coinfec¢cdo com o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) € mais provavel
de causar gengivite e linfadenopatia, do que qualquer um desses agentes sozinho (Robson &
Crystal, 2011). A anemia estd bem descrita em infec¢cdes experimentais por Bartonella spp.
(Souza, 2009).



1.1 HIPOTESE
A hipétese deste trabalho é de que haja uma alta prevaléncia de hemoparasitas e
coinfec¢des em gatos anémicos, e que as mesmas podem estar diretamente correlacionadas

com a severidade da doenca.

1.2 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de infecgbes e coinfecgdes entre
retrovirus e hemoparasitas, bem como os fatores de risco associados, em gatos domésticos

anémicos e nao anémicos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Estabelecer a prevaléncia individualizada de cada agente infeccioso em gatos
domésticos anémicos, doentes nao anémicos e saudaveis;

2- Determinar a prevaléncia de coinfec¢des nestes mesmos grupos;

3- Avaliar se ha correlacéo entre coinfeccao e grau de regeneracdo de anemia e a taxa
de oObitos;

4- Avaliar a ocorréncia de outras doencas que ndo envolvam anemia na presenca de
infeccdes e coinfeccdes;

5- Investigar os fatores de risco associados as infec¢cdes por hemoparasitas e

retrovirus em gatos domésticos.
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2. AGENTES INFECCIOSOS E COINFECGCOES EM GATOS ANEMICOS E NAO ANEMICOS

2.1 RESUMO

A anemia por doenca infecciosa em gatos é causada principalmente por retrovirus,
hemoparasitas, ou por sua associacao. A identificacdo das coinfec¢cdes é importante para
avaliar a severidade da doenca. Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia de
infeccdes e coinfecgbes entre retrovirus e hemoparasitas em gatos domésticos anémicos e ndo
anémicos; avaliar a correlagdo entre grau de regeneracdo da anemia e a presenca de
coinfeccdes; a taxa de 6bito em relacdo aos gatos coinfectados; e a ocorréncia de outras
doencas que ndo envolvam anemia na presenca de infec¢des e coinfec¢bes. As amostras de
sangue foram analisadas pela técnica de PCR em tempo real para os seguintes agentes:
Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV); e pelo método de ELISA para
FIV e FeLV. Foram avaliadas 142 amostras de sangue de gatos domésticos, sendo 40 doentes
anémicos (grupo 1), 50 doentes ndo anémicos (grupo Il) e 52 saudaveis (grupo lll). Do total de
amostras, 41,5% (59/142) foram positivas para pelo menos um agente etiolégico, sendo que
destas, 64,4% (38/59) apresentaram infeccdo Unica e 35,6% (21/59) coinfec¢do. Dentre as
coinfeccdes, foram detectadas duas, trés, quatro e cinco infec¢cdes. A maior prevaléncia foi
para duas infeccbes, presente nos trés grupos. A coinfec¢do entre retrovirus e hemoparasita,
independente dos agentes, foi a mais prevalente, estando presente em maior quantidade no
grupo I. O agente mais prevalente em gatos anémicos foi o FeLV, presente em 57,5% (23/40)
das amostras, e mais da metade dos gatos anémicos infectados apenas por este agente
apresentaram anemia arregenerativa. Coinfec¢do entre retrovirus e hemoparasita aumenta a
severidade da doencga. Gatos anémicos infectados ou coinfectados por hemoparasitas e
retrovirus sdo mais propensos a ir a 6bito do que gatos doentes ndo anémicos. Os dados do
presente estudo revelam uma alta prevaléncia de hemoparasitas e coinfecgcbes em gatos
anémicos e, ainda, a existéncia de portadores assintomaticos coinfectados. A identificagéo
destes agentes e suas associacdes deve ser realizada para estabelecer monitoramento e
prognéstico adequados.
Palavras-chave: hemoparasitas, retrovirus, gatos, PCR em tempo real



2.2 ABSTRACT

Infectious diseases in anemic cats are mainly caused by retrovirus, hemoparasites, or its
association. The identification of coinfections is important to evaluate the severity of an illness,
plan of treatment and adequate monitoring. The objective of this study was to determine the
prevalence of coinfection by retrovirus and hemoparasites in anemic and non-anemic domestic
cats; to evaluate the correlation between the degree of anemia regeneration and the presence
of coinfections; the rate of death compared to coinfected cats; and the occurrence of other
diseases not involving anemia in the presence of infections and coinfections. Blood samples
were analyzed using real time PCR technique for the followings agents: Anaplasma spp.,
Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, feline immunodeficiency
virus (FIV) and feline leukemia virus (FeLV); and ELISA method for FIV and FeLV. Of the total
samples, 41,5% (59/142) were positive for at least one agent, with 64,4% (38/59) presenting
single infection and 35,6% (21/59) coinfections. Among coinfections, two, three, four and five
infections were detected. The highest prevalence was for two infections, present in all three
groups. Coinfection between retroviruses and hemoparasites regardless of which agents, was
the most prevalent, being present in high amounts in group I. The most prevalent agent in
anemic cats was FeLV present in 57,5% (23/40) of samples, and more than half of anemic cats
infected only by this agent showed nonregenerative anemia. Coinfection between retroviruses
and hemoparasites increases the severity of the disease. Anemic cats infected or coinfected by
hemoparasites and retroviruses are more likely to die than non-anemic patients cats. Data from
this study show a high prevalence of coinfections and hemoparasites in anemic cats and also
the existence of asymptomatic coinfected carriers. The identification of these agents and their
associations should be performed to establish adequate monitoring and prognosis.

Key words: hemoparasites, retrovirus, cats, real time PCR



2.3 INTRODUCAO

A anemia por doenca infecciosa em gatos é um grande desafio na rotina dos clinicos
veterinarios. E causada principalmente por retrovirus, hemoparasitas, ou pela associacio
destes. A patogenia dos hemoparasitas pode variar desde casos assintomaticos até a inducéo
de anemia hemolitica grave (Roura et al., 2010). A severidade do quadro clinico varia de
acordo com o estado do paciente, viruléncia do patdégeno e com a presenca ou nao de
retrovirose associada, ressaltando a importancia do diagndstico de coinfec¢des (Museux et al.,
2009; Biondo et al., 2009).

A leucemia viral felina (FeLV) é a retrovirose que mais acomete gatos domésticos, e é
responsavel por alta morbidade e mortalidade nesta espécie animal (Levy, 2004; Greggs et al.,
2011). A alteragcdo hematolégica mais comum é a anemia, sendo que em 90% dos casos ela é
classificada como ndo regenerativa (Hartmann, 2011; 2012). O virus pode causar supresséao da
medula 6ssea, imunodepressao, doencas imunomediadas, desordens neurolégicas e algumas
vezes neoplasias (principalmente linfoma) (Greggs et al., 2011; Hartmann, 2012). A severidade
e o0 tipo da doenca dependem das caracteristicas genéticas das variantes do virus e da
imunidade do hospedeiro (Souza & Teixeira, 2003; Hartmann, 2012).

No Brasil, os hemoparasitas de gatos domésticos sédo pouco relatados e coinfeccdes
foram descritas apenas em alguns estados (Batista, 2004; Hora, 2008; Santos, 2008; Macieira
et al., 2008; Bortoli et al., 2012; Aragao-de-Souza et al., 2013; Miceli et al., 2013). A natureza
inespecifica dos sinais clinicos em gatos infectados associados a baixa sensibilidade e
especificidade da técnica do esfregaco sanguineo podem ter resultado no subdiagndstico
desses parasitas no Brasil (Oliveira, 2008).

O diagnéstico de agentes infecciosos baseado em métodos moleculares tem
demonstrado maior sensibilidade e especificidade em comparac¢éo a outros, como sorolégicos
e de imunofluorescéncia para os retrovirus, e hematoscopia para hemoparasitas. Entre estes, o
PCR em tempo real apresenta diversas vantagens em relacdo ao PCR convencional. E
altamente especifico, devido ao uso de um terceiro nucleotideo (uma sonda marcada com
reagente fluorescente), é extremamente rapido quando comparado a técnica previamente
citada, e o risco de contaminacao e resultados falso-positivos sdo baixos devido a técnica ser
realizada em sistema de tubos fechados (Willi et al., 2007; Biondo et al., 2009).

Os objetivos deste estudo foram: determinar a prevaléncia de infec¢Bes e coinfecgbes
entre retrovirus e hemoparasitas em gatos domésticos anémicos e ndo anémicos; avaliar a

correlacdo entre grau de regeneracdo da anemia e a presenca de coinfeccles; a taxa de Obito



em relacdo aos gatos coinfectados; e avaliar a ocorréncia de outras doengas que ndo envolvam

anemia na presenca de infeccdes e coinfeccoes.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Animais
Neste estudo foram avaliadas 142 amostras de sangue de gatos. Os gatos foram

atendidos na rotina clinica particular de Curitiba/PR e o critério de selecéo foi a idade, a qual
deveria ser acima de seis meses. Este critério deve-se a possibilidade de resultados falso-
positivos para FIV pela técnica de ELISA, a qual detecta anticorpos contra o virus, e nesta faixa
etaria é possivel ocorrer positividade em filhotes nascidos de gatas infectadas por FIV devido a
presenca de anticorpos maternos circulantes MDA (maternally derived antibody) (Harbour et al.,
2006).

Os gatos foram divididos em trés grupos: grupo | — gatos doentes anémicos (n=40), grupo
Il — gatos doentes ndo anémicos (n=50) e grupo lll — gatos saudaveis (n=52), de acordo com os
sinais clinicos observados pelo proprietario e/ou veterinario durante o exame fisico, associados
aos resultados dos exames laboratoriais (Quadro 1). O exame fisico consistiu em avaliacdo de:
mucosas, cavidade oral, olhos, ouvidos, hidratacdo, aspecto da pelagem, tamanho dos
linfonodos, temperatura, comportamento (apatico/alerta), ausculta cardiaca e pulmonar, e
palpacdo abdominal. Os exames laboratoriais realizados foram: hemograma, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase, fdsforo, potassio, uréia,
creatinina, proteinas totais e fracdes, bilirrubinas totais e fragdes. O grau de regeneracdo da
anemia foi avaliado pela contagem de reticuldcitos, considerando arregeneragdo em contagem
< 0,4%, regeneracao leve em 0,5 — 2,0%, moderada em 3,0 - 4,0% e marcada > 5,0% (Weiss &
Wardrop; 2010).



Quadro 1. Algoritmo da classificacdo dos gatos em grupos de acordo com 0s sinais
clinicos e exames laboratoriais.

Presenga de Sinais Clinicos
(Gerais, Locais, Principais ou
Patognomoénicos)*

SIM l NAO

[ )

Alteragdo em Leucograma

< 9/
VaS28% e/ou Perfil Bioquimico
r_SM_LNAOﬁ r SiM l NAO 1
Grupo | Grupo I Grupo lll
Gatos Doentes Anémicos Gatos Doentes Ndao Anémicos Gatos Saudaveis
(n=40) (n=50) (n=52)

* Feitosa, F.L.F. (2008)

2.4.2 Amostras

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncéao da jugular, de forma asséptica
(utilizacdo de material descartavel), armazenando 2ml de sangue em tubo com anticoagulante
EDTA e 3ml em tubo sem EDTA. As amostras com anticoagulante foram utilizadas para
realizacdo do hemograma e do PCR em tempo real, e as amostras sem anticoagulante foram
centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm e o soro separado para as provas bioquimicas e
sorolégicas. Este material foi acondicionado em caixas de isopor sob refrigeracdo e
encaminhado para a IDEXX Laboratories, Inc., em Sacramento/CA, Estados Unidos, para as
analises por PCR em tempo real e ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay).

Foram também coletadas amostras de sangue por punc¢do capilar da ponta de orelha
para confecgéo dos esfregacgos. As laminas com os esfregagos sanguineos foram coradas com
Pandtico Rapido (Newprov®). Para a contagem de reticulocitos, foram realizados esfregagos
com sangue diluido em corante azul de cresil brilhante, sendo contra-corado com MGG (May-
Grunwald-Giemsa). Todas as laminas foram examinadas em Microscopio Optico no aumento
de 1.000 vezes.

As contagens de eritrécitos, plaquetas, leucécitos e concentracao de hemoglobina
foram executadas em contador automatico de células sanguineas da marca Mindraye,
modelo BC 2800 VET. As analises bioquimicas foram feitas no aparelho bioquimico

automatico da marca Mindraye, modelo BS-200.
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2.4.3 PCR em tempo real e ELISA

Realizou-se um painel de deteccao de patégenos pela técnica do PCR em tempo real
para os seguintes agentes: Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp.,
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’, virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV); e pelo
método de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) para detec¢do de anticorpos
contra FIV e antigeno (proteina nuclear p27) da FeLV. A técnica de ELISA foi realizada em um
kit comercial (Snap combo felino - IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, EUA).

A técnica de PCR em tempo real foi validada analitica e clinicamente, e baseada na
plataforma de servicos de propriedade da IDEXX RealPCR™ (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, USA). A extracdo de acidos nucleicos foi realizada de acordo com o kit
comercial Corbett XTractor-Gene (Qiagen, Valencia, CA, EUA). O gene housekeeping (18S
rRNA) foi usado para determinar a quantidade de DNA e cDNA apdés a transcricdo reversa e
para confirmar a integridade do DNA. Regides de nucleotideos conservadas foram
selecionadas e dois primers e uma sonda de hidrélise foram designados para a hibridizacéo
desses nucleotideos, usando um software comercial (PrimerExpress Version 3.0, Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Além disso, dois primers juntos ao fragmento amplificado
na técnica de PCR em tempo real foram designados para verificar as sequencias. O PCR em
tempo real foi realizado com um primer padrdo e concentracdes de sonda usando um
mastermix disponivel comercialmente (LC480 ProbesMaster, Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, EUA) na plataforma de PCR disponivel comercialmente (Roche LightCycler
480). A IDEXX Laboratories ndo fornece informacdes a respeito dos primers e sondas por
razdes de segredo de comércio. A fim de reproduzir os resultados desse estudo, os testes
podem ser adquiridos por esta empresa mencionando os nomes dos testes conforme descrito

neste artigo.

2.4.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo teste do qui-quadrado (para n > 20) ou exato de
fisher (para n < 20). Foi utilizado o programa BioEstat 5.3, considerando o nivel de significAncia
de 95% (P<0,05).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do presente estudo da prevaléncia de infec¢gBes e coinfecgdes; grau de

regeneracdo da anemia e taxa de 0Obito; relacdo entre outras doencas e presenca de infec¢des
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e coinfec¢bes; hematoscopia; e comparacao de técnicas realizadas na deteccdo de retrovirus;
estdo apresentados nos tdpicos a seguir.

2.5.1 Prevaléncia de infeccdes e coinfec¢bes

Do total de amostras, 41,5% (59/142) foram positivas para pelo menos um agente
etiolégico, destes 64,4% (38/59) apresentaram infec¢ao Unica e 35,6% (21/59) coinfeccdo. Os
grupos | e Il apresentaram diferenca estatistica para infeccdo geral (positividade para pelo
menos um agente) (P=0,007) e para coinfeccao geral em relacdo ao grupo Il (P< 0,0001). O
grupo | apresentou diferencga estatistica para infec¢céo Unica em relacao ao grupo Il (P=0,006),
no entanto ndo houve diferenga significativa entre os grupos Il e lll para este fator (Tabela 1).

Das infecgdes Unicas no grupo | verificou-se maior prevaléncia para todos os agentes
(Tabela 1), e o retrovirus FelLV foi detectado em 88,2% (15/17) (Tabela 2). Nenhum gato
anémico apresentou infeccdo Unica por FIV. Dois gatos deste grupo apresentaram infeccao
Gnica por hemoparasitas, sendo um por M. haemofelis e outro por ‘Candidatus M.
haemominutum’ (Tabela 2).

Dentre as coinfec¢des, foram detectadas duas, trés, quatro e cinco infec¢Bes (Tabela
1). A maior prevaléncia foi para duas infec¢Ges, presente nos trés grupos. A coinfeccao entre
retrovirus e hemoparasita, independente dos agentes, foi a mais prevalente, estando presente

em maior quantidade no grupo | (Tabela 2).

Tabela 1. Prevaléncia de infec¢Bes e coinfecces e pelos hemoparasitas: Anaplasma spp.,
Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em
tempo real; e retrovirus FIV e FelLV, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos
domésticos (Curitiba/PR, Brasil).

Infecgéo Grupo | Grupo Il Grupo lll Valor de P Total (n=142)
Gatos doentes Gatos doentes ndo  Gatos saudaveis
anémicos (n=40) anémicos (n=50) (n=52)
Prevaléncia %
Infeccao Geral 67,5% (27/40) 46% (23/50) 17,3% (9/52) < 0,0001 41,5% (59/142)
Infeccéo Unica 63% (17/27) 60,9% (14/23) 77,8% (7/9) 0,006 64,4% (38/59)
Coinfeccao Geral 37% (10/27) 39,1% (9/23) 22,2% (2/9) 0,007 35,6% (21/59)
Duas Infeccdes 60% (6/10) 88,9% (8/9) 100% (2/2) 76,2% (16/21)
Trés Infeccdes 10% (1/10) 11,1% (1/9) Nenhuma 9,5% (2/21)
Quatro Infeccdes 20% (2/10) Nenhuma Nenhuma 9,5% (2/21)
Cinco Infec¢des 10% (1/10) Nenhuma Nenhuma 4,8% (1/21)
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Tabela 2. Associagdo entre os hemoparasitas Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon
felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’,
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em tempo real; e retrovirus FIV e
FelLV, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domésticos (Curitiba/PR,

Brasil).
Infeccéo Grupo | Grupo Il Grupo lli Valor de P
Gatos doentes  Gatos doentes néo Gatos saudaveis
anémicos (n=40) anémicos (n=50) (n=52)
Infeccdo Unica 42,5% (17/40) 28% (14/50) 13,5% (7/52) 0,006
Retrovirus 88,2% (15/17) 78,6% (11/14) 28,6% (2/7) 0.0121
Hemoparasita 11,8% (2/17) 21,4% (3/14) 71,4% (5/7) 0.0121
Coinfeccdo 25% (10/40) 18% (9/50) 3,8% (2/52) 0,007
Retrovirus e Hemoparasita 80% (8/10) 66,7% (6/9) Nenhuma 0,1143
Retrovirus e Retrovirus 10% (1/10) 11,2% (1/9) 50% (1/2) 0,4248
Hemoparasita e Hemoparasita 10% (1/10) 22,2% (2/9) 50% (1/2) 0,2731

O agente mais prevalente tanto nas infeccbes quanto nas coinfec¢des foi o FelV,
estando presente em 28,9% (41/142) das amostras (Tabela 3). A prevaléncia de FelLV no Brasil
€ de dificil determinacdo devido a variedade de técnicas aplicadas e as diferencas nas
populacdes de gatos ligadas aos fatores de risco. Estudos de diversos estados brasileiros
encontraram prevaléncia variando entre 0,36% e 38,3% (Barbosa et al., 2001; Souza et al.,
2002; Silva, 2007; Teixeira et al., 2007; Coelho et al., 2008; Meinerz et al., 2010; Santos, 2012).
Nas coinfec¢bes, o FeLV foi associado com ‘Candidatus M. haemominutum’em 60% (6/10) dos
gatos do grupo I. No grupo Il, o FelLV estava associado com Bartonella spp. e ‘Candidatus M.
haemominutum’ em mesmas proporcdes, e com ‘Candidatus M. turicensis’ em 22,2 % (2/9).

O segundo agente mais prevalente neste estudo foi o ‘Candidatus M. haemominutum’,
positivo em 13,4% (19/142) das amostras; e o terceiro, o ‘Candidatus M. turicensis’, em 5,6%
(8/142) (Tabela 3). A prevaléncia de M. haemofelis foi de 4,9% (7/142). A prevaléncia dos
hemoplasmas no Brasil j4 foi avaliada no Rio Grande do Sul, Parana, Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Para e Cuiab4, todas utilizando PCR convencional. As prevaléncias variaram de 6,7%
a 13,5% para o ‘Candidatus M. haemominutum’, de 0,37% a 12,93% para o ‘Candidatus M.
turicensis’ e de 1,49% a 37,8% para o M. haemofelis (Batista, 2004; Baumann et al., 2006;
Santos, 2008; Hora, 2008; Macieira et al., 2008; Bortoli et al., 2012; Miceli et al., 2013; Aragao-
de-Souza et al., 2013) (Tabela 4).

No grupo I, o resultado de prevaléncia de 22,5% (9/40) para ‘Candidatus M.
haemominutum’e 10% (4/40) para M. haemofelis, diferem de um estudo previamente realizado
por Baumann et al. (2006), na mesma cidade do presente estudo, que verificaram maior

prevaléncia do M. haemofelis 37,8% (14/37) em relacdo ao ‘Candidatus M. haemominutum’
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10,8% (4/37) em gatos anémicos, utilizando PCR convencional. A discrepancia entre os
resultados anteriores e os do presente trabalho pode estar relacionada a diferenca de fatores
de risco entre as populactes estudadas e métodos de diagndstico utilizados.

No presente estudo, o ‘Candidatus M. haemominutum’ apresentou associacdo com
FeLV em 31,6% (6/19), e com FIV e FeLV em 10,5% (2/19) das amostras. Segundo alguns
pesquisadores, o ‘Candidatus M. haemominutum’ € mais comum em associa¢cdo com FIV, ou
FIV e FelLV, do que em gatos negativos para as retroviroses (Luria et al., 2004; Hora, 2008;

Macieira, 2008), porém néo foi observado este fato neste estudo.

Tabela 3. Prevaléncia de infec¢Bes por hemoparasitas, detectados por PCR em tempo real, e
retrovirus, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domésticos (Curitiba/PR,
Brasil).

Patégeno Grupo | Grupo Il Grupo llI Valor de P Total
Gatos doentes Gatos Gatos (n=142)
anémicos doentes néo saudaveis
(n=40) anémicos (n=52)
(n=50)
Prevaléncia %
Anaplasma spp. 0% (0/40) 0% (0/50) 0% (0/52) 0% (0/142)
Bartonella spp. 2,5% (1/40) 4% (2/50) 1,9% (1/52) 0,8366 2,8% (4/142)
Cytauxzoon felis 0% (0/40) 0% (0/50) 0% (0/52) 0% (0/142)
Ehrlichia spp. 2,5% (1/40) 0% (0/50) 1,9% (1/52) 0,7402 1,4% (2/142)
M. haemofelis 10% (4/40) 4% (2/50) 1,9% (1/52) 0,2595 4,9% (7/142)
Candidatus M. haemominutum’  22,5% (9/40) 12% (6/50) 7,7% (4/52) 0,1209 13,4% (19/142)
‘Candidatus M. turicensis’ 10% (4/40) 8% (4/50) 0% (0/52) 0,0423 5,6% (8/142)
FIV 7,5% (3/40) 6% (3/50) 3,8% (2/52) 0.7424 5,6% (8/142)
FelLV 57,5% (23/40) 32% (16/50)  3,8% (2/52) < 0,001 28,9% (41/142)

A prevaléncia para Bartonella spp. foi de 2,8% (4/142) (Tabela 3). Estudos realizados
em gatos de abrigo no Rio de Janeiro, Brasil, encontraram prevaléncias de 17,02% e 97,3%
(gatos saudaveis) para Bartonella spp., utilizando PCR convencional (Souza et al., 2010;
Staggemeier et al.; 2010). Em outros estados do Brasil, utiizando a mesma técnica, as
prevaléncias variaram de 2,2% (Cuiaba) a 42,5% (Rio de Janeiro) (Souza, 2009; Crissiuma et
al., 2011; Bortolli et al., 2012; Braga et al., 2012a; Miceli et al., 2013) (Tabela 4).

A Ehrlichia spp. foi encontrada em 1,4% (2/142) das amostras. Em Vigosa, Minas
Gerais (Brasil), em 20% (3/15) dos gatos, sendo dois saudaveis e um com cistite, detectou-se
E. canis por nested-PCR (Oliveira, 2008), sendo maior que a encontrada no presente estudo
(Tabela 4). Em Cuiab4, Braga et al. (2013), a Ehrlichia spp. foi avaliada por PCR em 93 gatos e
8,6% foram positivos para E. canis (Tabela 4). Em S&o Luiz do Maranh&o, a prevaléncia de 1%,

de 200 gatos, foi encontrada para Ehrlichia spp. por PCR (Tabela 4) (Braga et al., 2012b), e os
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autores sugerem que a baixa prevaléncia de Ehrlichia spp. ocorreu devido & uma possivel
resisténcia dos animais ao parasito e devido a interagao diferente com o carrapato, quando
comparada aos caes.

No presente estudo n&o houve positividade para Cytauxzoon felis e Anaplasma spp. em
nenhum grupo. Existem poucos relatos sobre esses parasitas no Brasil. A cytauxoonose foi
descrita em felideos selvagens brasileiros (Peixoto et al., 2007; André et al.; 2009; Filoni et al.,
2011) e em uma colbénia de gatos ferais de um Zooldégico no Rio de Janeiro (Mendes-de-
Almeida et al., 2007). Recentemente foi relatado um caso de um gato doméstico naturalmente
coinfectado com Cytauxzoon felis e ‘Candidatus M. haemominutum’ no Rio de Janeiro (Maia et
al., 2013). Em Recife (PE), foi encontrado um caso de um gato doente infectado por Anaplasma
platys diagnosticado por PCR, porém o parasita nao foi associado a doenca clinica (Lima et al.,
2010). Em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, 40% (2/5) de gatos anémicos e 11,63%
(10/86) de ndo anémicos, foram positivos na nested-PCR para Anaplasma platys (Correa et al.,
2011) (Tabela 4).

A prevaléncia para FIV neste estudo foi de 5,6% (8/142), semelhante a encontrada por
Teixeira et al. (2007), 4,14% (6/145), em gatos domeésticos de Belo Horizonte, por PCR
convencional. Em outros estados brasileiros, em estudos utilizando PCR convencional, a
prevaléncia varia de 0,78% (Sdo Paulo) a 37,5% (Rio Grande do Sul) (Caldas et al., 2000;
Caxito et al., 2003; Silva, 2007; Santos, 2012) (Tabela 4).

Tabela 4. Prevaléncia de infec¢Bes por hemoparasitas, detectados por PCR em tempo real, e
retrovirus, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domésticos no Brasil.

Patégeno PR RS SP MG RJ MA PA MT
Anaplasma spp. 0%* - - - 13,2% - - -
Bartonella spp. 2,8%* - - - 17,02% - 97,3% - - 2,2%
Cytauxzoon felis 0%* - - - - - - 0%
Ehrlichia spp. 1,4%* - - 30% - 2% - 8,6%
Mycoplasma haemofelis  4,9%* - 37,8% 2, 7% 7,14% - 8,5% - 4% - 1,49% 2,2%
‘Candidatus M. 10,8% - 13,4%* 13,5% 2,6% - 4,3% - 10% - 7,96% 6,7%
haemominutum’
‘Candidatus M. turicensis’ 5,6%* 2,2% 0,37% - 2,2% - - - 12,93% 0,5%
FIV 5,6%* 21,5%- 37,5% 0,78% 2,7% - 4,14% - - - -
FeLV 28,9%* 10,8% 0,36% 12,59% 17,4% - - -

* Dados obtidos no presente estudo.

Dos gatos saudaveis coinfectados, um estava infectado pelos retrovirus FIV e FelLV e
outro pelos hemoparasitas M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’. Segundo Harvey
(2006), gatos saudaveis infectados por hemoplasmas parecem viver em estédgio balanceado,

no qual a replicacdo dos organismos esta em equilibrio com a fagocitose e remocao dos
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mesmos, apesar de que a reativagédo da infecgédo pode ocorrer e resultar em doenca clinica. No
caso dos retrovirus, estagios assintométicos da doenca ja foram descritos (Costa &
Norsworthy, 2011; Grace, 2011).

2.5.2 Grau de regeneracao da anemia e taxa de 6bito

Em relacdo ao grau de anemia, 60% (9/15) dos gatos infectados unicamente por FelLV
apresentaram anemia arregenerativa. Os dois gatos com infec¢do Unica por hemoparasitas
apresentaram anemia regenerativa leve. Dos gatos coinfectados, 87,5% (7/8), apresentaram
associacdo entre retrovirus e hemoparasita e anemia arregenerativa, confirmando que a
coinfeccdo entre retrovirus e hemoparasita tende a agravar o quadro clinico do paciente
(Harvey, 2006; Sykes et al., 2008; Nibblett et al., 2009). Em 83,3% (5/6) dos gatos coinfectados
com dois, trés e quatro agentes observou-se anemia arregenerativa; no entanto, o gato que
estava coinfectado com cinco agentes apresentou anemia regenerativa leve.

A taxa de 6bito foi comparada entre o grupo | e o grupo Il. O grupo | apresentou maior
prevaléncia de 6bitos na taxa de infeccdo geral (positividade para qualquer agente), na taxa de

coinfeccao geral (presenca dois ou mais agentes) e nas infec¢cdes Unicas por retrovirus.

2.5.3 Relacdo entre doencas e infeccdes por hemoparasitas e retrovirus
A prevaléncia de doencas nos grupos dos gatos doentes anémicos (grupo 1) e dos
doentes ndo anémicos (grupo 1) esta apresentada na tabela 5. Nao houve diferenca estatistica
para as doencas observadas entre os grupos. No entanto, ressalta-se a maior prevaléncia para
doencas infecciosas (ex.: PIF, FIV, FeLV, Hemoparasita, Esporotricose) no grupo | (P=0,051).
N&o houve diferenga estatistica para a presenca de coinfecgdes entre hemoparasitas e
retrovirus, e nem de infe¢cdes Unicas por hemoparasitas, infecgbes Unicas por retrovirus, e as

doencas observadas.

Tabela 5. Prevaléncia de doencas em infec¢cdes por Anaplasma spp., Bartonella spp.,
Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em tempo real; e
retrovirus FIV e FelLV, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domésticos,
considerando o 6rgdo/sistema envolvido (Curitiba/PR, Brasil).

Doenca Grupo | Grupo |l Valor de P
Gatos doentes Gatos doentes néo
anémicos (n=40) anémicos (n=50)
Prevaléncia %
Multifatorial 7,5% (3/40) 10% (5/50) 0,7284
Inespecifica 7,5% (3/40) 16% (8/50) 0,3337
Infecciosa 52,5% (21/40) 30% (15/50) 0,051
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Trato Urinario 12,5% (5/40) 6% (3/50) 0,4584

Trato Gastrointestinal 10% (4/40) 12% (6/50) 0,7642
Trato Respiratorio 0% (0/40) 6% (3/50) 0,2509
Neoplasia 7,5% (3/40) 0% (0/50) 0,0840
Politraumatismo 2,5% (1/40) 2% (1/50) 1
Ortopédica 0% (0/40) 2% (1/50) 1
Periodontal 0% (0/40) 4% (2/50) 0,5006
Dermatoldgica 0% (0/40) 4% (2/50) 0,5006
Oftalmoldgica 0% (0/40) 2% (1/50) 1
Neurolégica 0% (0/40) 4% (2/50) 0,5006
Auto-Imune 0% (0/50) 2% (1/50) 1

2.5.4 Hematoscopia

Em 10% (4/40) dos gatos anémicos, verificaram-se inclusbes de hemoplasmas na
hematoscopia, todas positivas também por PCR em tempo real. Esse dado condiz com os
achados de Tasker et al. (2003), que relataram sensibilidade de menos de 20% para este
método. Segundo Dawoud et al. (2008), para se detectar um hemoparasita na avaliacdo
microscopica € necessario aproximadamente 1.000 parasitas/ul de sangue. A utilizacao de
técnicas moleculares como o PCR aumentam a sensibilidade diagndstica, pois sado capazes de
obter resultados positivos com apenas 1 parasita/pl. Além disso, devido a caracteristica ciclica
da parasitemia, a hematoscopia ndo & uma técnica sensivel e nem especifica para o
diagnoéstico dessas infecgBes. Segundo Biondo et al. (2009), técnicas envolvendo biologia
molecular como o PCR em tempo real tem sido usadas com sucesso para o diagnéstico de

infeccdes de hemoplasmas tanto agudas quanto crénicas.

2.5.5 Comparacdao das técnicas realizadas no diagnostico de retroviroses

Com relagdo as técnicas realizadas para detecgéo dos retrovirus, foram positivos para
FeLV no gPCR e negativas no ELISA, 12,5% (5/40) dos gatos doentes anémicos, 2% (1/50)
dos doentes ndo anémicos e 1,9% (1/52) dos saudaveis. Segundo Souza & Teixeira (2003), ha
trés razdes principais para o teste de ELISA apresentar um resultado negativo: 1- auséncia de
infeccdo, pela ndo exposi¢do ao virus ou pelo desenvolvimento de anticorpos neutralizantes e
eliminacdo da infeccdo; 2- na ocorréncia de uma infec¢cdo pré-aguda; 3- quando ocorreu
eliminacdo do virus no soro, mas esta sob infeccdo latente. Acredita-se que, neste trabalho,
provavelmente estes gatos se enquadram em uma das duas Ultimas razdes, devido a
positividade na qPCR, a qual é mais sensivel para detectar tanto em infec¢des recentes quanto
latentes (Souza & Teixeira, 2003).

Dos gatos infectados por FIV, foram positivos apenas no qPCR 2,5% (1/40) dos doentes

anémicos e 1,9% (1/52) dos saudaveis. De acordo com Harbour et al. (2006) o PCR é uma
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técnica mais sensivel para detectar niveis muito baixos de virus no sangue ou em tecidos, e 0
gPCR possui também como vantagem reduzir o risco de contaminacao cruzada, aumentando a
especificidade do teste. Esta informacao pode explicar a positividade dos gatos saudaveis
apenas por esta técnica. Com relacdo ao gato positivo apenas na técnica de ELISA, o mesmo
autor ressalta que esta técnica pode resultar em falsos-positivos e recomenda que outras
técnicas sejam aplicadas para confirmar ou ndo a infec¢do. Hartmann (2005) afirma que um
dos motivos de um resultado falso-positivo é a aplicacdo de vacinas, porém estas nao sao
disponiveis ainda no Brasil. Afirma ainda que nestes casos deve-se considerar repetir o teste

em 6 meses se 0 paciente apresenta sinais sugestivos de FIV.

2.6 CONCLUSAO

Esta é a primeira identificagdo de ‘Candidatus M. turicensis’, Ehrlichia spp. e Bartonella
spp. em gatos domésticos no Parana. Gatos saudaveis podem ser portadores assintomaticos
coinfectados por hemoparasitas ou retrovirus, exigindo monitoramento pois a reativacdo da
infeccdo pode ocorrer e resultar em doenca clinica.

Gatos anémicos apresentam alta prevaléncia de infeccdes, assim como de coinfecgdes,
podendo apresentar associacdo de até cinco patégenos. Ainda, gatos anémicos infectados ou
coinfectados por hemoparasitas e retrovirus sdo mais propensos a ir a ébito do que gatos
doentes ndo anémicos.

O agente mais prevalente em gatos anémicos no presente estudo foi o FeLV e mais da
metade dos gatos anémicos infectados apenas por este agente apresentaram anemia
arregenerativa. Quando em associacdo com hemoparasitas, anemia arregenerativa foi
encontrada em mais de 80% dos infectados, sugerindo que a coinfec¢cdo entre retrovirus e
hemoparasita tende a agravar o quadro clinico do paciente. A principal associagdo ocorreu com
0 hemoparasita ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’.

Considerando que todos os agentes infecciosos pesquisados sdo potenciais patégenos
causadores de anemia, a identificacdo destes e suas associagfes deve ser realizada para

estabelecer monitoramento e progndéstico adequados.
COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

O protocolo de numero 047/2012 referente a este estudo foi aprovado pela Comissao

de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, em Curitiba, Parana, Brasil.
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3. FATORES DE RISCO PARA INFECCOES E COINFECGCOES POR HEMOPARASITAS E
RETROVIRUS EM GATOS DOMESTICOS

3.1 RESUMO

As infecgdes pelos retrovirus FIV (virus da imunodeficiéncia felina) e FelLV (virus da
leucemia felina) séo responsaveis por alta morbidade e mortalidade em gatos domésticos no
mundo todo. Os hemoparasitas comumente sdo agentes oportunistas em uma infeccéo
retroviral, devido a imunodeficiéncia causada pelo virus, podendo agravar o quadro clinico do
paciente. Os principais fatores de risco para infec¢éo por retrovirus ja foram estabelecidos, no
entanto, o papel de artrépodes sugadores de sangue e o0 contato entre gatos na disseminacao
desses agentes é desconhecida. Os fatores de risco relacionados a infeccdo pelos
hemoparasitas ndo estdo completamente elucidados. O objetivo deste estudo foi determinar os
fatores de risco envolvidos em infec¢6es e coinfeccdes de gatos domésticos por hemoparasitas
e retrovirus a fim de estabelecer medidas de prevencdo. Foram avaliadas 142 amostras de
sangue de gatos domésticos e aplicados questionarios para todos 0s responsaveis pelos
animais. As questfes avaliaram os seguintes fatores de risco: idade, sexo, histérico de infeccdo
por pulgas ou carrapatos, de outras doencas, acesso a rua, contato com outros gatos,
mordidas de outros gatos e de transfusdo sanguinea. Realizou-se um painel de deteccéo de
patdgenos pela técnica do PCR em tempo real para 0s seguintes agentes: Anaplasma spp.,
Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, FIV e FelLV; e sorologia
para deteccdo de anticorpos contra FIV e antigeno (proteina nuclear p27) da FelLV. Gatos
machos, na faixa etaria entre um e 0oito anos, e com acesso a rua sdo mais predispostos a
infeccbes pelos hemoparasitas Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus M. haemominutum’, ‘Candidatus M. turicensis’, e pelos retrovirus FIV e FelV.
Todos 0s gatos positivos para hemoplasmas e Bartonella spp. tinham histérico de pulgas e
contato com outros gatos. Esses vetores artropodes séo provavelmente as principais formas de
transmissao natural desses hemoparasitas entre gatos. As prevaléncias de mordidas por outros
gatos encontradas nas infec¢gées por hemoplasmas, Bartonella spp. e FeLV, indicam que esse
fator de risco deve ser considerado em infecgdes por estes agentes. Apenas um gato infectado
por Ehrlichia spp. possuia historico de contato com carrapatos, indicando que outras formas de
transmisséo deste agente podem estar envolvidas, além de picadas por carrapatos.

Palavras-chave: gatos, fatores de risco, retrovirus, hemoparasitas
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3.2 ABSTRACT

Infections by retroviruses FIV (feline immunodeficiency virus) and FeLV (feline leukemia
virus) are responsible for high morbidity and mortality in domestic cats worldwide.
Hemoparasites commonly are opportunistic agents in a retroviral infection due to
immunodeficiency caused by the virus, and may worsen the patient's condition. The main risk
factors for infection by retroviruses have been established, however, the role of blood -sucking
arthropods and contact between cats in the spread of these agents is unknown. Risk factors
related to infection by hemoparasites are not fully elucidated. The aim of this study was to
investigate the risk factors involved in infections and co-infections of domestic cats by
hemoparasites and retroviruses to establish preventive measures. One hundred and forty two
blood samples from domestic cats and questionnaires applied to the guardians of the animals
were evaluated. The questions assessed the following risk factors: age, sex, history of infection
by fleas or ticks, other diseases, street access, contact with other cats, bites from other cats and
blood transfusion. A real time PCR panel was performed for the following agents: Anaplasma
spp., Bartonella spp, Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, FIV and FelLV, and by
serology for detection of FIV antibodies and FelLV antigen (p27 core protein). Male cats aged
between one and eight years, with access to the street, are more susceptible to infection with
the following hemoparasites: Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus M. haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, and by retroviruses FIV
and FeLV. All positive cats to hemoplasma and Bartonella spp. had fleas and a history of
contact with other cats. These arthropod vectors are probably the main natural transmission of
these hemoparasites between cats. The prevalence of bites by other cats found in Bartonella
spp. and FelLV infections, indicate that this risk factor should be considered in infections by
these agents. Only one cat infected with Ehrlichia spp. had a history of contact with ticks,
indicating that other forms of transmission of this agent may be involved in addition to tick bites.

Key word: cats, risk factors, retrovirus, hemoparasites
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3.3 INTRODUCAO

As infecgdes pelos retrovirus FIV (virus da imunodeficiéncia felina) e FeLV (virus da
leucemia felina) sdo responséaveis por alta morbidade e mortalidade em gatos domésticos no
mundo todo (Hartmann et al., 2001; Levy, 2004; Jarrett, 2006; Greggs et al., 2011). Esses virus
causam imunodepressao e predispde a ocorréncia de neoplasias e uma série de doencas
imunomediadas (Levy, 2004; Hartmann, 2012). Atualmente ndo h& tratamento eficaz para
eliminar a infecgéo viral (Jarret, 2006; Souza & Teixeira, 2003).

Os hemoparasitas comumente sdo agentes oportunistas em uma infeccdo retroviral,
devido a imunodeficiéncia causada pelo virus, podendo agravar o quadro clinico do paciente
(Harrus et al, 2002; Luria et al., 2004; Harvey, 2006; Museux et al., 2009; Biondo et al., 2009).
Os hemoparasitas mais relatados em gatos domésticos sdo os hemoplasmas, que sao o
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’ (Sykes et al., 2007). Contudo, outros hemoparasitas como Ehrlichia spp., Anaplasma
spp., Bartonella spp. e Cytauxzoon felis podem estar envolvidos e devem ser pesquisados
(Oliveira, 2008; Correa et al., 2011; Braga et al., 2013; Maia et al., 2013; Miceli et al., 2013).

Os principais fatores de risco para infeccao por retrovirus ja foram estabelecidos (Levy,
2004; Jarret, 2006; Greggs et al., 2011; Costa & Norsworthy, 2011). No entanto, o papel de
artrépodes sugadores de sangue na disseminacao desses agentes € desconhecida (Teixeira &
Souza, 2003); e o contato entre gatos como fator de risco para infeccdo por FIV ndo esta bem
elucidado (Harbour et al., 2006; Grace, 2011).

A transmissao dos retrovirus ocorre principalmente por contato via saliva e secrecdes
nasais, assim como pelo coito e via vertical em gatos infectados pelo FeLV (Hartmann et al.,
2001; Levy, 2004; Jarrett, 2006); e por mordeduras em gatos infectados pelo FIV (Teixeira &
Souza, 2003; Grace, 2011).

Os fatores de risco relacionados as infec¢des por hemoparasitas e as coinfec¢gdes com
retrovirus ndo estdo completamente esclarecidos (Macieira et al., 2008; Tasker, 2010).
Possivelmente os vetores artrépodes sdo os principais transmissores dos hemoparasitas. Para
0s hemoplasmas e a Bartonella spp., a pulga Ctenocephalides felis parece ter papel importante
na transmissdo desses agentes, mas sem comprovacao cientifica (Robson & Crystal, 2011a).
No caso da Bartonella spp., a transmisséo parece ocorrer via contato com as fezes da pulga, e
no caso dos hemoplasmas, por picadas (Willi et al., 2007a; Grace & Norsworthy, 2011; Robson
& Crystal, 2011a).

O DNA de hemoplasmas j& foi encontrado em saliva e fezes de gatos, no entanto a

transmissao direta entre gatos ainda nao esta bem elucidada (Nibblett et al., 2009).
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Possivelmente ndo ha predisposi¢céo de raca ou sexo para a hemoplasmose, entretanto, alguns
estudos apontam machos sendo mais afetados (Willi et al., 2006b; Sykes et al., 2008). As
fémeas podem transmitir para os seus filhotes recém-nascidos, mas o mecanismo de
transmissao ainda ndo foi bem determinado (Sykes et al., 2003; Willi et al., 2007a; Coelho et
al., 2011; Grace & Norsworthy, 2011). A transmisséo iatrogénica por transfusdo de sangue
também deve ser considerada (Gary et al., 2006).

No caso dos hemoparasitas Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Cytauxzoon felis, ha uma
forte correlacdo com carrapatos como vetores. O Anaplasma phagocytophilum é transmitido
pelas formas de ninfa e adulto de Ixodes scapularis e Ixodes pacificus, e o Cytauxzoon felis
pelo Dermacentor variabilis e Amblyomma americanum, sendo cientificamente comprovado
(Meinkoth, 2004; Robson & Crystal, 2011b). A ingestdo de roedores e a transfusdo de sangue
também parecem ser formas de contaminagdo para esses trés hemoparasitas (Amosny &
Massard, 2003; Stubbs, 2004; Correa et al., 2011; Grace, 2011).

Segundo Correa et al. (2011), um mesmo vetor pode albergar diversos agentes e, por
sua vez diferentes espécies de vetores podem infectar o mesmo animal, sendo responsavel por
infeccdes de diferentes agentes patogénicos no mesmo hospedeiro, resultando em coinfec¢des
gue dificultam o diagndstico e tratamento da doenca.

O objetivo deste estudo foi estabelecer os fatores de risco envolvidos em infeccbes e

coinfec¢des por hemoparasitas e retrovirus a fim de estabelecer medidas de prevencao.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Animais

Neste estudo foram avaliadas 142 amostras de sangue de gatos. Os gatos foram
atendidos na rotina clinica particular de Curitiba/PR e o critério de selecéo foi a idade, a qual
deveria ser acima de seis meses. Este critério deve-se a possibilidade de resultados falso-
positivos para FIV pela técnica de ELISA, a qual detecta anticorpos contra o virus, e nesta faixa
etaria é possivel ocorrer positividade em filhotes nascidos de gatas infectadas por FIV devido a
presenca de anticorpos maternos circulantes MDA (maternally derived antibody) (Harbour et al.,
2006).

Do total de gatos avaliados, 81 eram machos e 61 fémeas. Com relacdo a faixa etaria,
20 tinham entre seis meses e um ano de idade, 86 entre um e oito anos, e 36 acima de oito
anos. Todos os gatos eram sem raca definida e portanto este fator de risco ndo foi analisado

estatisticamente.
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3.4.2 Amostras

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncéo da jugular, de forma asséptica
(utilizacdo de material descartavel). Foi coletado um total de 5ml de sangue de cada gato, e
armazenados 2ml em tubo com anticoagulante EDTA, e 3ml em tubo sem EDTA. As amostras
com anticoagulante foram utilizadas para realizacdo do hemograma e do PCR em tempo real, e
as amostras sem anticoagulante foram centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm e 0 soro
separado para as provas bioquimicas e sorolégicas. Este material foi acondicionado em caixas
de isopor sob refrigeracdo e encaminhado para a IDEXX Laboratories, Inc., em
Sacramento/CA, Estados Unidos, para as andlises por PCR em tempo real e ELISA (Enzyme-
Linked Immunoabsorbent Assay).

3.4.2 Questionario
Todos os responsaveis pelos gatos responderam a questionarios afim de avaliar os

fatores de risco envolvidos. As questdes avaliadas estdo apresentadas no quadro 1.

Quadro 1. Questionario de avaliacdo dos fatores de risco em infec¢des e coinfeccdes
pelos hemoparasitas: Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp.,
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’, e retrovirus FIV e FeLV em gatos domésticos de Curitiba/PR, Brasil.

QUESTIONARIO PARA AVALIACAO DOS FATORES DE RISCO PARA INFECCOES E COINFECCOES
POR HEMOPARASITAS E RETROVIRUS EM GATOS DOMESTICOS

NOME DO ANIMAL: RACA: SEXO: IDADE:
PROPRIETARIO: E-MAIL: DATA:___ [ [
1- JA TEVE PULGAS ALGUMA VEZ? 9- FEZ TRANSFUSAO SANGUINEA ALGUMA
SIM{ ) NAOD( ) VEZ?
2- JA TEVE CARRAPATOS ALGUMA VEZ? SIM{ ) NAO{ )
SIM{ ) NAOC( ) 10- FOI DIAGNOSTICADO COM ALGUMA
4- JA FOI MORDIDO POR ALGUM GATO? DOENCA NO PASSADO OU RECENTEMENTE?
SIM{ ) NAOC( ) SIM{ )* NAO( )
5-JA TEVE CONTATO COM OUTROS GATOS? *QUAL:
SIM{ ) NAOD( )
8- JA TEVE ACESSO A RUA?
SIM{ ) NAOC( )
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O histérico de outras doengas envolveu a presenca de doencas do trato urinario,
gastrointestinal e respiratorio, doencas periodontais, oftalmoldgicas, neuroldgicas,
dermatoldgicas, auto-imunes, infecciosas (ex. PIF), ortopédicas e neoplasias.

3.4.3 PCR em tempo real e ELISA

Realizou-se um painel de deteccao de patégenos pela técnica do PCR em tempo real
para os seguintes agentes: Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp.,
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’, virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV); e pelo
método de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) para detec¢do de anticorpos
contra FIV e antigeno (proteina nuclear p27) da FeLV. A técnica de ELISA foi realizada em um
kit comercial (Snap combo felino - IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, EUA).

A técnica de PCR em tempo real foi validada analitica e clinicamente, e baseada na
plataforma de servicos de propriedade da IDEXX RealPCR™ (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, USA). A extracdo de acidos nucleicos foi realizada de acordo com o kit
comercial Corbett XTractor-Gene (Qiagen, Valencia, CA, EUA). O gene housekeeping (18S
rRNA) foi usado para determinar a quantidade de DNA e cDNA ap0s a transcricdo reversa e
para confirmar a integridade do DNA. Regides de nucleotideos conservadas foram
selecionadas e dois primers, bem como uma sonda de hidrélise foram designados para a
hibridizacdo desses nucleotideos, usando um software comercial (PrimerExpress Version 3.0,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Além disso, dois primers juntos ao fragmento
amplificado na técnica de PCR em tempo real foram designados para verificar as sequencias.
O PCR em tempo real foi realizado com um primer padréo e concentragfes de sonda usando
um mastermix disponivel comercialmente (LC480 ProbesMaster, Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, EUA) na plataforma de PCR (Roche LightCycler 480). A IDEXX Laboratories
ndo fornece informagdes a respeito dos primers e sondas por razdes de segredo de comércio.
A fim de reproduzir os resultados desse estudo, os testes podem ser adquiridos por esta

empresa mencionando os nomes dos testes conforme descrito neste artigo.

3.4.4 Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo teste do Qui-quadrado (para n > 20) ou Exato de
Fisher (para n < 20). Foi utilizado o programa BioEstat 5.3, considerando o nivel de
significancia de 95% (P<0,05).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a prevaléncia de infeccdes e coinfec¢des e fatores de risco
dos hemoparasitas: Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’; e dos retrovirus FIV e FeLV
em gatos domésticos estdo apresentados nos topicos a seguir. Neste estudo ndo foram
detectados os agentes Anaplasma spp. e Cytauxozoon felis, ndo sendo avaliados os fatores de

risco associados a eles.

3.5.1 Prevaléncia de infec¢des e coinfec¢cbes

Do total de amostras, 41,5% (59/142) foram positivas para pelo menos um agente
etiolégico, sendo que 26,8% (38/142) apresentaram infeccdo Unica e 14,8% (21/142)
coinfeccao. As prevaléncias de infeccao Unica por retrovirus e por hemoparasita, assim como
suas associacfes estdo descritas na tabela 1. A prevaléncia de cada agente esta descrita na
tabela 2.

Tabela 1. Prevaléncia de infec¢cBes e coinfec¢cbes dos hemoparasitas: Bartonella spp., Ehrlichia
spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em tempo real; e dos retrovirus FIV e FelLV,
detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domeésticos (n=142) de Curitiba/PR,
Brasil.

Infecgéo Prevaléncia % (n=142)
Positivos 41,5% (59/142)
Infeccdo Unica 26,8% (38/142)
Retrovirus 19,7% (28/142)
Hemoparasita 7% (10/142)
Coinfeccéo 14,8% (21/142)
Retrovirus e Hemoparasita 9,9% (14/142)
Retrovirus e Retrovirus 2,1% (3/142)
Hemoparasita e Hemoparasita 2,8% (4/142)

Tabela 2. Prevaléncia de infecgbes por hemoparasitas, detectados por PCR em tempo real, e
retrovirus, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domésticos de
Curitiba/PR, Brasil.

Patdgeno Prevaléncia % (n=142)
Anaplasma spp. 0% (0/142)
Bartonella spp. 2,8% (4/142)
Cytauxzoon felis 0% (0/142)
Ehrlichia spp. 1,4% (2/142)

M. haemofelis 4,9% (7/142)
‘Candidatus M. haemominutum’ 13,4% (19/142)
‘Candidatus M. turicensis’ 5,6% (8/142)

FIV 5,6% (8/142)
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FelLV 28,9% (41/142)

3.5.2 Prevaléncia de fatores de risco para hemoparasitas e retrovirus

Em relacdo aos hemoplasmas, o historico de pulgas estava presente em todos os gatos
infectados por M. haemofelis e por ‘Candidatus M. turicensis’. Do total de gatos infectados por
‘Candidatus M. haemominutum’, 87,5% (14/16) tinham histérico de pulgas (Tabela 3). Os
artropodes sugadores de sangue sdo provavelmente as principais formas de transmissao
natural desses hemoparasitas entre gatos. O DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ e de M.
haemofelis ja foram detectados em pulgas Ctenocephalides felis coletadas de gatos e em fezes
de pulgas (Willi et al.,, 2007a). Entretanto, tentativas experimentais de infeccdo de M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ entre gatos via atividade hematéfaga de C. felis
nao foi conclusiva (Woods et al., 2005).

O historico de carrapatos foi observado em 14,3% (1/7) dos gatos infectado por M.
haemofelis, 15,8% (3/19) dos infectados por ‘Candidatus M. haemominutum’, e 50% (4/8) dos
infectados por ‘Candidatus M. turicensis’ (Tabela 3). Neste estudo ndo foram relatadas as
espécies de carrapatos. Segundo Macieira et al. (2009), o DNA de hemoplasmas ja foi
identificado no género Ixodes e na espécie Rhipicephalus sanguineus e, portanto, € possivel
gue os carrapatos estejam envolvidos na transmissdo desses parasitas. Segundo Willi et al.
(2007a) o carrapato Ixodes sp. pode apresentar uma variabilidade na capacidade de
reservatorio de hemoplasmas em gatos. No entanto, Braga et al. (2012) afirmam que os gatos
parecem ser menos predispostos as infestacdes por carrapatos e aos parasitas transmitidos
por esses artropodes do que os caes, devido ao hibito de auto-higiene dos gatos.

O historico de contato com outros gatos estava presente em todos os gatos infectados
por hemoplasmas (Tabela 3). Histérico de mordidas por outros gatos foi observado em 28,6%
(2/7) dos infectados por M. haemofelis, 42,1% (87/19) dos infectados por ‘Candidatus M.
haemominutum’ e em 62,5% dos infectados por ‘Candidatus M. turicensis’ (Tabela 1). Estudos
realizados em gatos infectados experimentalmente com ‘Candidatus M. turicensis’,
demonstraram a presenca de DNA do hemoplasma nas fezes e saliva dos gatos até nove
semanas apos a infeccdo (Willi et al.,, 2007b). Outro estudo feito por Dean et al. (2005)
detectaram ‘Candidatus M. haemominutum’ em saliva de gatos infectados experimentalmente.
Contudo, o contato entre gatos e mordidas entre eles ainda n&o foram comprovados em
infeccdes naturais.

O acesso a rua estava presente em todos os gatos infectados pelo Mycoplasma

haemofelis, todos os infectados por ‘Candidatus M. turicensis’, e em 94,7% (18/19) dos
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infectados por ‘Candidatus M. haemominutum’ (Tabela 3). Este fator de risco deve ser
considerado para as hemoparasitoses, pois aqueles de vida livre sGo mais expostos a vetores
artrépodes (Meinkoth, 2004; Shaw et al., 2005; Grace, 2011; Robson & Crystal, 2011b).

Todos os gatos positivos para Bartonella spp. tiveram contato com pulgas e contato
com outros gatos (Tabela 3). As pulgas C. felis sdo os principais vetores de Bartonella spp.
entre os gatos. Estes artropodes podem eliminar a bactéria viavel nas fezes, ap0s estarem
infectados (Robson & Crystal, 2011a). O histérico de mordidas por outros gatos estava
presente em 25% (1/4) dos infectados. A transmissdo entre gatos foi estudada por Souza
(2009), no entanto o autor observou que ndo houve infeccdo em animais livres do patégeno
gue coabitavam com gatos infectados em ambientes sem pulgas. Este dado indica que a
transmissdo deste parasita entre gatos possivelmente ndo ocorre através de arranhaduras,
mordeduras, compartilhamento de comedouros e caixas de areia para dejetos.

Os dois gatos infectados por Ehrlichia spp. tinham histérico de pulgas, acesso a rua e
contato com gatos (Tabela 3). Apenas um gato possuia histérico de contato com carrapatos,
indicando que outras formas de transmissédo deste agente podem estar envolvidas, além de
picadas por carrapatos.

Com relacdo aos retrovirus, todos os gatos infectados por FIV e 80,5% (33/41) dos
infectados por FelLV tinham historico de acesso a rua (Tabela 3), confirmando que as taxas
mais altas de infeccdo por esses virus tém sido encontradas em gatos com livre acesso as ruas
(Souza & Teixeira, 2003; Teixeira et al., 2007; Meinerz et al., 2010). Quase todos os infectados
por estes retrovirus possuiam histérico de contato com outros gatos, e metade dos animais
infectados por FIV haviam sido mordidos por outros gatos (Tabela 3). Segundo Grace (2011),
as mordidas sdo a principal forma de transmissao de FIV, porém, ha evidéncias de que a
transmissdo pode ocorrer casualmente entre gatos que vivem préximos por um periodo
prolongado. O mesmo autor afirma que as fémeas podem transmitir para a sua prole durante a
gestacdo ou apos, via colostro ou saliva, mas a ocorréncia € infrequente em condicdes
naturais. Dos gatos infectados por FelLV, 24,4% (10/41) haviam sido mordidos por outros gatos
e, segundo Costa & Norsworthy (2011) essa forma de transmissdo também deve ser
considerada para este retrovirus.

Contato com pulgas foi observado nos gatos infectados unicamente pelos retrovirus
(Tabela 4). No entanto, prevaléncias de acesso a rua e contato com outros gatos foram
observadas de forma semelhante para estes agentes, podendo os fatores de risco estarem

associados entre si e ndo diretamente com a taxa de infeccgéo.
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O historico de outras doencgas foi observado em maior propor¢do naqueles infectados
apenas com retrovirus, do que nos infectados apenas com hemoparasitas (Tabela 4). Este fato
pode ser explicado devido a patogenia dos retrovirus estar associada a imunodepresséao, o que
predispbe o desenvolvimento de outras doencas, enquanto que os hemoparasitas estdo mais
associados com a ocorréncia de anemia (Souza & Teixeira, 2003; Grace, 2011).

Gatos infectados por ‘Candidatus M. haemominutum’ e por FelLV ja haviam passado
pelo procedimento de transfusdo sanguinea (Tabela 3). A transmissdo iatrogénica via
transfusdo sanguinea por este hemoparasita foi relatada por Willi et al. (2006a). Este mesmo
fator de risco foi observado em baixa prevaléncia para as coinfec¢des, sendo detectada apenas
em um gato coinfectado com retrovirus e hemoparasita.

O fator de risco acesso a rua apresentou diferenca estatistica entre os gatos positivos
(para qualquer agente) e os gatos negativos (Tabela 4). Neste estudo ndo foi observada
diferenca estatistica para os fatores de risco avaliados entre gatos infectados unicamente por
retrovirus e por hemoparasitas, € nem entre os coinfectados (Tabela 4). Este fato
provavelmente se deve as caracteristicas de histérico muito semelhantes na populacéo

avaliada como um todo.

Tabela 3. Prevaléncia de fatores de risco em infec¢des por hemoparasitas, detectados por PCR
em tempo real, e retrovirus, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos
domeésticos de Curitiba/PR, Brasil.

Patdogeno (n) Contato Contato Contato Mordidas  Acesso Transfusdo Outras
com com com outros  por outros arua sanguinea doencas
pulgas  carrapatos gatos gatos
Prevaléncia %
Bartonella spp. (4) 100% 0% 100% 25% 75% 0% 50%
(4/%) (0/4) (4/4) (2/4) (3/4) (0/4) (2/4)
Ehrlichia spp. (2) 100% 50% 100% 0% 100% 0% 50%
(2/2) (1/2) (2/2) (0/2) (2/2) (0/2) (2/2)
M. haemofelis (7) 100% 14,3% 100% 28,6% 100% 0% 28,6%
(717) a/7) (717) (2/17) 717) 0/7) 217)
Candidatus M. haemominutum’ (19) 89,5% 15,8% 100% 42,1% 94, 7% 42.1% 52,6%
(17/19) (3/19) (19/19) (8/19) (18/19) (8/19) (10/19)
‘Candidatus M. turicensis’ (8) 100% 50% 100% 62,5% 100% 0% 50%
(8/8) (4/8) (8/8) (5/8) (8/8) (0/8) (4/8)
FIV (8) 100% 12,5% 100% 37,5% 100% 0% 75%
(8/8) (1/8) (8/8) (3/8) (8/8) (0/8) (6/8)
FelLV (41) 87,8% 12,2% 98% 24,4% 80,5% 4,9% 58,5%
(36/41) (5/41) (40/41) (10/41) (33/41) (2/41) (24/41)
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Tabela 4. Prevaléncia de fatores de risco em infeccBes Unicas e coinfec¢des entre o0s
hemoparasitas: Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em
tempo real; e retrovirus FIV e FelLV, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos

domeésticos (n=142) de Curitiba/PR, Brasil.

Infeccéo (n) Contato Contato Contato com Mordidas Acesso a Transfuséo Outras
com com outros gatos  por outros rua sanguinea doengas
pulgas carrapatos gatos
Prevaléncia %
Negativo (83) 81,9% 6% 90,4% 20,5% 59% 0% 59%
(68/83) (5/83) (75/83) (17/83) (49/83) (0/83) (49/83)
Positivo (59) 91,5% 11,9% 98,3% 27,1% 86,4% 3,4% 52,5%
(54/59) (7/59) (58/59) (16/59) (51/59) (2/59) (31/59)
Valor de P 0.1424 0.7658 0.0803 0.4214 0.00067* 0.1709 0.4940
Retrovirus (28) 89,3% 10,7% 96,4% 21,4% 78,6% 3,6% 57,1%
(25/28) (3/28) (27/28) (6/28) (22/28) (1/28) (16/28)
Hemoparasita (10) 100% 10% 100% 30% 90% 0% 30%
(10/10) (2/10) (10/10) (3/10) (9/10) (0/10) (3/10)
Valor de P 0.5519 1 1 0.6731 0.6731 1 0.2690
Coinfeccdo (21) 90,5% 9,5% 100% 33,3% 90,5% 4,8% 61,9%
(19/21) (2/21) (21/21) (7/21) (19/21) (1/21) (13/21)
Retrovirus e Hemoparasita (14) 85,7% 7,1% 100% 42,9% 92,9% 7,1% 64,3%
(12/14) (1/14) (14/14) (6/14) (13/14) (1/14) (9/14)
Retrovirus e Retrovirus (3) 100% 0% 100% 0% 66,7% 0% 66,7%
(3/3) (0/3) (3/3) (0/3) (2/3) (0/3) (2/3)
Hemoparasita e Hemoparasita (4) 100% 25% 100% 25% 100% 0% 20%
(4/4) (2/4) (4/4) (2/4) (4/4) (0/4) (2/4)
Valor de P 0.9999 0.5666 1 0.5304 0.2999 1 0.8229

* Diferenca significativa entre os gatos positivos e negativos para qualquer agente, para o fator de risco acesso a rua

(P<0,05)

3.5.3 Presenca de infeccdes e coinfeccbes em relagcdo ao sexo

A prevaléncia de machos positivos foi maior do que a de fémeas em infec¢des por
Bartonella spp., M. haemofelis e ‘Candidatus M. turicensis’, apresentando diferenga significativa
para estes agentes (Tabela 5). Os machos também apresentaram maior prevaléncia do que de
fémeas para a taxa de infeccdo geral (positividade para pelo menos um agente) (P=0,019)
(Tabela 6).

Este fato ja foi relatado por alguns autores com relagéo a infeccdo por hemoplasmas
(Willi et al., 2006b; Willi et al., 2007a; Sykes et al., 2008; Santos, 2008; Tasker, 2010). Segundo
Sykes et al., 2008, a associagcdo entre 0 sexo masculino e a prevaléncia de hemoplasmas
sugere que mordidas em brigas pode ser um fator de risco. Neste estudo, a prevaléncia de
mordidas por outros gatos na presenca de hemoplasmas variou entre 28,6% e 62,5% devendo,

portanto, ser considerado esse fator de risco em infec¢gbes por estes agentes.
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Em relacdo aos demais parasitas, h4 poucos dados associando taxa de infeccdo e
sexo. Em estudo feito por Braga et al. (2013), que detectaram 8,6% de prevaléncia para E.
canis, ndo foram observadas associacbes entre a presenca de infeccdo nos gatos e suas
respectivas idades e sexo.

No caso dos retrovirus, as taxas mais altas de infec¢éo por FIV tém sido encontradas
em gatos machos, os quais frequentemente apresentam comportamento agressivo (Teixeira et
al., 2007; Grace, 2011). Segundo Levy (2004), a infeccéo por FeLV é ligeiramente mais comum

em gatos machos do que fémeas.

Tabela 5. Relacdo entre sexo e a presenca de infecgbes por hemoparasitas, detectados por
PCR em tempo real, e retrovirus, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos
domeésticos de Curitiba/PR, Brasil.

Patogeno (n) Macho Fémea Valor de P
Prevaléncia %

Bartonella spp. (4) 100% (4/4)* 0% (0/4) 0,029
Ehrlichia spp. (2) 50% (1/2) 50% (1/2) 1

M. haemofelis (7) 85,7% (6/7)* 14,3% (1/7) 0,029
Candidatus M. haemominutum’ (19) 84,2% (16/19)* 15,8% (3/19) <0,001
‘Candidatus M. turicensis’ (8) 87,5% (7/8)* 12,5% (1/8) 0,041
FIV (8) 75% (6/8) 25% (2/8) 0,132
FelLV (41) 68,3% (28/41) 31,7% (13/41) 0,002

Tabela 6. Relacdo entre sexo e a presenca de infeccdes e coinfeccbes pelos hemoparasitas:
Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em tempo real; e
retrovirus FIV e FelV, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos domeésticos de
Curitiba/PR, Brasil.

Infeccéo (n) Macho Fémea

Prevaléncia %

Negativo (83) 48,2% (40/83) 51,8% (43/83)
Positivo (59) 69,5% (41/59)* 30,5% (18/59)
Valor de P 0,019

Infecgdo Unica (38)
Retrovirus (28)
Hemoparasita (10)
Valor de P

Coinfeccéo (21)

Retrovirus e Hemoparasita (14)
Retrovirus e Retrovirus (3)
Hemoparasita e Hemoparasita (4)
Valor de P

60,5% (23/38)
53,6% (15/28)
80% (8/10)
0,259

85,7% (18/21)
100% (14/14)
66,7% (2/3)
50% (2/4)
0,235

39,5% (15/38)
46,4% (13/28)
20% (2/10)

14,3% (3/21)
0% (0/14)
33,3% (1/3)
50% (2/4)
0,176

* Diferencga significativa entre machos e fémeas infectados (P<0,05)

3.5.4 Presenca de infec¢fes e coinfecgbes em relagéo a faixa etéria
A maior prevaléncia observada em todos os agentes pesquisados foi para a faixa etéria

entre um e oito anos, apresentando diferenca significativa para os agentes Bartonella spp. e
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FelLV (Tabela 7). Para este retrovirus, gatos na faixa etaria de um a cinco anos e que vivem em
grupos com contato intimo entre os animais sdo os mais susceptiveis a infeccdo (Souza &
Teixeira, 2003; Teixeira et al., 2007).

As taxas mais altas de infeccdo por FIV tém sido encontradas em gatos adultos
(Teixeira et al., 2007; Grace, 2011). Segundo Sykes et al. (2008) e Coelho et al. (2011), os
gatos mais jovens sdo mais acometidos por hemoplasmas do que os idosos. Em relacdo aos
demais parasitas, ha poucos dados associando taxa de infeccao e idade.

Nao houve diferenca estatistica entre as infec¢cdes Unicas e coinfeccfes para a faixa
etéria (Tabela 8).

Tabela 7. Relacéo entre idade e a presenca de infec¢Bes por hemoparasitas, detectados por
PCR em tempo real, e retrovirus, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos
domeésticos de Curitiba/PR, Brasil.

Patogeno (n) Idade Idade Idade Valor de P
6m — la la-8a > 8a
Prevaléncia %

Bartonella spp. (4) 0% (0/4) 100% (4/4)* 0% (0/4) 0,029
Ehrlichia spp. (2) 0% (0/2) 50% (1/2) 50% (1/2) 1

M. haemofelis (7) 0% (0/7) 71,4% (5/7) 28,6% (2/7) 0,286
Candidatus M. haemominutum’ (19) 0% (0/19) 57,9% (11/19) 42,1% (8/19) 0,517
‘Candidatus M. turicensis’ (8) 0% (0/8) 62,5% (5/8) 37,5% (3/8) 0,619
FIV (8) 0% (0/8) 75% (6/8) 25% (2/8) 0,132
FelLV (41) 14,6% (6/41) 68,3% (28/41)* 17% (7/41) <0,001

* Diferenga estatistica entre 0s agentes para faixa etaria de um a oito anos (P<0,05)

Tabela 8. Relacdo entre faixa etaria e a presenca de infeccbes e coinfecgBes pelos
hemoparasitas: Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, detectados por PCR em
tempo real; e retrovirus FIV e FelLV, detectados por PCR em tempo real e/ou ELISA, em gatos
domeésticos de Curitiba/PR, Brasil.

Infeccao (n)

Faixa etaria Faixa etaria Faixa etaria
6m — la la—8a > 8a

Prevaléncia %

Negativo (83) 19,3% (16/83) 54,2% (45/83) 26,5% (22/83)
Positivo (59) 8,5% (5/59) 69,5% (41/59) 22% (13/59)
Valor de P 0,122 0,097 0,680
Infecgdo Unica (38) 13,2% (5/38) 68,4% (26/38) 18,4% (7/38)
Retrovirus (28) 17,9% (5/28) 67,9% (19/28) 14,3% (4/28)
Hemoparasita (10) 0% (0/10) 70% (7/10) 30% (3/10)
Valor de P 0,298 1 0,351

Coinfeccéo (21)

Retrovirus e Hemoparasita (14)
Retrovirus e Retrovirus (3)
Hemoparasita e Hemoparasita (4)
Valor de P

0% (0/21)
0% (0/14)
0% (0/3)
0% (0/4)
NA

71,4% (15/21)
71,4% (10/14)
100% (3/3)
50% (2/4)
0,567

28,6% (6/21)
28,6% (4/14)
0% (0/3)
509 (2/4)
0,569
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3.6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi observado que gatos machos, na faixa etaria entre um e oito anos, e
com acesso a rua sdo mais predispostos a infeccdes pelos hemoparasitas Bartonella spp.,
Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’, e pelos retrovirus FIV e FelLV. Nao foi observada diferenca
siginificativa para os fatores de risco avaliados em gatos infectados unicamente por retrovirus e
por hemoparasitas, e nem entre os coinfectados.

Todos os gatos positivos para hemoplasmas e Bartonella spp. tinham histérico de
pulgas e contato com outros gatos. Esses vetores artropodes sdo provavelmente as principais
formas de transmissdo natural desses hemoparasitas entre gatos. Todos os gatos infectados
por FIV também possuiam histérico de contato com gatos, no entanto, ha necessidade de mais
estudos que comprovem este fator de risco para estes agente. O contato com pulgas em gatos
infectados apenas com retrovirus também merece atencao para mais estudos.

As prevaléncias de mordidas por outros gatos encontradas nas infeccbes por
hemoplasmas, Bartonella spp. e FelLV, indicam que esse fator de risco deve ser considerado
em infec¢Bes por estes agentes. Apenas um gato infectado por Ehrlichia spp. possuia histérico
de contato com carrapatos, indicando que outras formas de transmisséo deste agente podem

estar envolvidas, além de picadas por carrapatos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram identificados os agentes ‘Candidatus M. turicensis’, Ehrlichia spp. e
Bartonella spp. em gatos domésticos pela primeira vez no Parana. O agente mais prevalente
em gatos anémicos no presente estudo foi o FeLV e mais da metade dos gatos anémicos
infectados apenas por este agente apresentaram anemia arregenerativa. Quando em
associacdo com hemoparasitas, anemia arregenerativa foi encontrada em mais de 80% dos
infectados, sugerindo que a coinfeccdo entre retrovirus e hemoparasita tende a agravar o
quadro clinico do paciente. A principal associagdo ocorreu com o hemoparasita ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’.

Observou-se que gatos saudaveis podem ser portadores assintomaticos coinfectados
por hemoparasitas ou retrovirus, exigindo monitoramento pois a reativacdo da infeccdo pode
ocorrer e resultar em doenca clinica. Gatos anémicos apresentam alta prevaléncia de
infeccbes, assim como de coinfeccBes, podendo apresentar associacdo de até cinco
patégenos. Ainda, gatos anémicos infectados ou coinfectados por hemoparasitas e retrovirus
sd0 mais propensos a ir a 6bito do que gatos doentes ndo anémicos.

Gatos machos, na faixa etaria entre um e oito anos, e com acesso a rua sdo mais
predispostos a infec¢cdes pelos hemoparasitas Bartonella spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma
haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutunm’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, e
pelos retrovirus FIV e FeLV. Nao foi observada diferenca siginificativa para os fatores de risco
avaliados em gatos infectados unicamente por retrovirus e por hemoparasitas, e nem entre 0s
coinfectados.

Mais estudos sdo necessarios para comprovar alguns fatores de risco como o contato
entre gatos e com pulgas nas infecgbes por retrovirus, e outras formas de transmissdo para
Ehrlichia spp. além de picadas por carrapatos. Considerando que todos 0s agentes infecciosos
pesquisados sdo potenciais patdbgenos causadores de anemia, e que a associagéo deles pode
aumentar a severidade da doenca, a identificagdo destes e suas associagfes, assim como dos
fatores de risco relacionados, devem ser realizados por todos os clinicos veterinarios para

estabelecer monitoramento e progndéstico adequados dos pacientes.
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5. APENDICES

5.1 FICHA DE AVALIACAO CLINICA E QUESTIONARIO

FICHA DE AVALIAGAO CLINICA E QUESTIONARIO PARA AVALIAGAO DOS FATORES DE RISCO
PARA INFECGOES E COINFECGOES POR HEMOPARASITAS E RETROVIRUS EM GATOS

DOMESTICOS
NOME DO ANIMAL.: RACA: SEXO: IDADE:
PROPRIETARIO: E-MAIL: DATA: / /

EXAME CLINICO

MUCOSAS:
HIDRATAGAOD:
TEMPERATURA:

AUSCULTA CARDIACA E PULMONAR:

PALPAGAO ABDOMINAL:

LINFONODO&:
COMPORTAMENTO:
OUVIDOS:

CAVIDADE ORAL:
PELE:
OUTRAS ALTERAGOES:

HISTORICO

1- JA TEVE PULGAS ALGUMA VEZ? 10- FOI DIAGNOSTICADO COM ALGUMA

SIM () NAO () DOENGA NO PASSADO OU RECENTEMENTE?
2- JA TEVE CARRAPATOS ALGUMA VEZ? SIM ( J* NAO ()

SIM( ) NAO () *QUAL:

4- JA FOI MORDIDO POR ALGUM GATO?
SIM( ) NAO ()

5- JA TEVE CONTATO COM OUTROS GATOS?
SIM( ) NAO ()

8- JA TEVE ACESSO A RUA?

SIM () NAO ()




6. ANEXOS
6.1 CERTIFICADO DE APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

SCA

Universidade Federal do Parana
Setor de Ciéncias Agrarias
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 047/2012, referente ao projeto “Ocorréncias de coinfec¢des em
gatos domeésticos anémicos e ndo anémicos™, sob a responsabilidade de Patricia Yukiko Montano,
na forma em que foi apresentado (uso de 150 gatos), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, em reunido realizada dia 06 de fevereiro de 2013.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 047/2012, regarding the project “Ocorréncias de coinfec¢des
em gatos domésticos anémicos e ndo anémicos”, under the charge of Patricia Yukiko Montano, in
the terms it was presented (use of 150 cats), was approved by the Animal Use Ethics Committee of
the Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal do Parana (Federal University of the
State of Parand. Southern Brazil) during session on February 06, 2013.

Curitiba, 06 de fevereiro de 2013.

2.

Palrick_Schmidl Rosangela Locatelli Dittrich
Presidente Vice-Presidente

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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6.2 RESUMO APRESENTADO NO 34° CONGRESSO DA ANCLIVEPA

OCORRENCIA DE COINFECCOES EM GATOS DOMESTICOS ANEMICOS E NAO
ANEMICOS

Coinfection occurrence in Anemic and Nonanemic Cats
Patricia Yukiko MONTARNO?; Aline Baumann da Rocha GIZZIt; Christian LEUTENEGGER?; Alexander
Welker BIONDO?; Roséangela Locatelli DITTRICH?.

1 Universidade Federal do Parand, Curitiba, Parand, Brasil. E-mail: roslocdi@ufpr.br
2 ldexx Laboratories, Sacramento, Califérnia, Estados Unidos.

Resumo
O diagnéstico das anemias causadas por hemoparasitas € um desafio devido a baixa

sensibilidade e especificidade da técnica do esfregaco sanguineo. As coinfeccGes sdo ainda
subdiagnosticadas, apesar de serem importantes para determinar a severidade da doenca. O presente
estudo determinou a prevaléncia dos principais agentes responsaveis por anemia em gatos e avaliou a
presenca de coinfec¢des. Foram analisadas amostras de sangue de gatos anémicos e ndo anémicos por
PCR em tempo real para pesquisa de Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxozoon felis, Ehrlichia spp.,
Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis,
e dos virus da Leucemia felina (FeLV) e Imunodeficiéncia felina (FIV). Do total das amostras, 23/72
(31,94%) foram positivas, sendo que 10/72 (13,88%) apresentaram coinfeccdes. Dos gatos anémicos,
5/14 (35,71%) apresentaram coinfecc¢do, assim como 3/29 (10,34%) dos gatos doentes ndo anémicos e
2/29 (6,89%) dos gatos saudaveis. Os agentes mais prevalentes neste estudo foram FeLV com 18,05%
(p« 0,0001), Candidatus Mycoplasma haemominutum com 13,88% (p=0,0292) e Candidatus Mycoplasma
turicensis com 6,94% (p=0,0349). Estes dados revelam uma alta prevaléncia de hemoparasitas e

coinfec¢Bes em gatos anémicos e, ainda, a existéncia de portadores assintométicos coinfectados.

Palavras-chave: hemoparasitas, coinfeccdes, gatos, PCR em tempo real

Abstract

Diagnosis of hemoparasite related anemia is a challenge due to low sensitivity and specificity of
the blood smear technique. Coinfections are still sub diagnosed, although they have an important effect
on the severity of an illness. This study determined the prevalence of the main responsible agents for cat
anemia and evaluated the presence of coinfections. Blood samples of anemic and nonanemic cats were
evaluated using real time PCR for Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxozoon felis, Ehrlichia spp.,
Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum and Candidatus Mycoplasma
turicensis, and Feline Leukemia (FeLV) and Feline Immunodeficiency (FIV) viruses. Of the total samples,
23/72 (31,94%) were positive, being 10/72 (13,88%) presented coinfections. Amongst anemic cats, 5/14
(35,71%) presented coinfections, as well as 3/29 (10,34%) of the sick nonanemic cats and 2/29 (6,89%)

of the healthy cats. The most prevalent agents in this study were Feline Leukemia virus at 18,05% (p <
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0,0001), Candidatus Mycoplasma haemominutum at 13,88% (p=0,0292) and Candidatus Mycoplasma
turicensis at 6,94% (p=0,0349). The data reveals a high prevalence of hemoparasites and coinfections in

anemic cats and, besides, an existence of assymptomatic carriers coinfected.

Keywords: hemoparasites, coinfections, cats, Real Time PCR

Introducéo

O diagnéstico das anemias causadas por hemoparasitas em gatos € um desafio devido a baixa
sensibilidade e especificidade da técnica do esfregaco sanguineo. As coinfec¢cdes muitas vezes sdo
desconhecidas, mas de extrema importancia porque aumentam a severidade da doenca e exigem
abordagem clinica e prognostico diferenciados (Macieira, 2008). Entre os principais agentes infecciosos
causadores de anemia em gatos estdo o Mycoplasma haemofelis, o virus da Imunodeficiéncia Felina
(FIV) e o virus da Leucemia Felina (FeLV). Porém, outros agentes menos relatados, como o Candidatus
Mycoplasma haemominutum, Candidatus Mycoplasma turicensis, Cytauxzoon felis, Anaplasma sp.,
Bartonella sp. e Erlichia sp. também sdo causadores. A técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) é uma
perspectiva inovadora para o diagnostico, permitindo detectar e quantificar esses agentes. O presente
estudo objetivou determinar a prevaléncia dos agentes acima mencionados, por RT-PCR, e avaliar a

presenca de coinfec¢des.

Material e Métodos

No estudo foram avaliadas 72 amostras de sangue de gatos, sendo 14 anémicos, 29 doentes nao
anémicos e 29 saudaveis. As amostras foram coletadas por venopuncéo da jugular e da ponta de orelha
(confeccdo dos esfregacos). Os gatos foram atendidos na rotina clinica particular em Curitiba/PR. Os
gatos com sinais clinicos de anemia e hematdcrito < 24% foram classificados como anémicos; gatos com
alguma alteracdo em exame clinico e/ou laboratorial e hematocrito > 24% foram classificados como
doentes e os demais como saudaveis. As amostras foram enviadas sob refrigeracdo para o Laboratorio
Idexx, nos Estados Unidos, para analise pela técnica do PCR em tempo real para 0s seguintes agentes:
Anaplasma spp., Bartonella spp., Cytauxzoon felis, Ehrlichia spp., Mycoplasma haemofelis, Candidatus
Mycoplasma haemominutum, Candidatus Mycoplasma turicensis, virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e
virus da leucemia felina (FeLV); e pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) para

deteccao de anticorpos contra FIV e antigenos da FeLV.

Resultados e Discusséo

Dos 72 gatos, 23/72 (31,94%) foram positivos para pelo menos um agente etiologico, sendo que
10/72 (13,88%) apresentaram coinfec¢bes. No grupo dos gatos anémicos, 11/14 (78,57%) foram
positivos, sendo que destes, 6/14 (42,85%) apresentaram infec¢@o Unica pelo virus da Leucemia felina

(FeLV). Ainda, 5/14 (35,71%) dos anémicos apresentaram coinfeccdo, sendo 3/14 (21,42%) com
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Candidatus Mycoplasma haemominutum e FeLV. No grupo dos gatos doentes ndo anémicos 6/29
(20,68%) foram positivas e 0 grupo dos saudaveis apresentou esta mesma porcentagem. Dos gatos
doentes ndo anémicos, 3/29 (10,34%) apresentaram coinfeccdo, e dos gatos saudaveis 2/29 (6,89%).
Nao houve diferenca significativa entre o grupo dos gatos saudaveis e doentes ndo anémicos.
Coinfec¢des com FelLV sdo achados comuns em gatos com hemoparasitas segundo Macieira (2008). O
mesmo autor diz ainda que os gatos podem ser portadores assintomaticos, e neste estudo destaca-se a
presenca de coinfec¢do de um gato saudavel com FIV e FelLV, e outro com Mycoplasma haemofelis e
Candidatus Mycoplasma haemominutum.

Do total de amostras, houve positividade de 1/72 (1,38%) para Bartonella spp., 2/72 (2,77%)
para Ehrlichia spp., 3/72 (4,16%) para Mycoplasma haemofelis, e 6/72 (8,33%) para FIV. Ndo houve
positividade em nenhum dos grupos para Cytauxzoon felis e Anaplasma spp. Todas as amostras foram
negativas na analise do esfregaco de ponta de orelha. Os agentes mais prevalentes neste estudo foram
FeLV com 18,05% (p< 0,0001), Candidatus Mycoplasma haemominutum com 13,88% (p=0,0292) e
Candidatus Mycoplasma turicensis com 6,94% (p=0,0349), diferente de um estudo realizado por
Baumann et al. (2006) que verificaram maior prevaléncia do Mycoplasma haemofelis do que Candidatus

Mycoplasma haemominutum em gatos anémicos no sul do Brasil.

Conclusao

O virus da Leucemia Felina é um dos grandes causadores de anemia em gatos e coinfeccdes
com hemoparasitas, principalmente com Candidatus Mycoplasma haemominutum, sdo possiveis
agravantes da doenca. Gatos saudaveis podem ser portadores assintomaticos de mais de um agente,
evidenciando que por mais patogénicos sejam esses agentes, a reac@o imunolégica do hospedeiro

desempenha papel importante na determinacéo do estado de portador.
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