UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria

Programa de Pés-Graduagcdo em Saude Animal

ESTUDO DA INFECCAO POR HEMOPLASMAS EM CANIDEOS E FELIDEOS

SELVAGENS DE CATIVEIRO

FILIPE TAVARES CARNEIRO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE ANIMAL

BRASILIA/DF

DEZEMBRO/2015



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria

Programa de Pés-Graduagdo em Saude Animal

ESTUDO DA INFECCAO POR HEMOPLASMAS EM CANIDEOS E FELIDEOS

SELVAGENS DE CATIVEIRO

FILIPE TAVARES CARNEIRO

ORIENTADORA: GIANE REGINA PALUDO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE ANIMAL

PUBLICACAO: 116

BRASILIA/DF

DEZEMBRO/2015



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

ESTUDO DA INFECGAO POR HEMOPLASMAS EM CANIDEOS E FELIDEOS

APROVADA POR:

O(';OW»Q’?;

SELVAGENS DE CATIVEIRO

FILIPE TAVARES CARNEIRO

DISSERTAGAO DE MESTRADO SUBMETIDA
AO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE
ANIMAL, COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS A OBTENGAO DO GRAU DE MESTRE
EM SAUDE ANIMAL

GIANE REGINA PALUDO, DOYTORA (UnB)

(ORIENTADORA)

l

A/,

/

MARCELO ISMAR SILVA’SANTANA, DOUTOR (UnB)
(EXAMINADOR INTERNO)

MARIANA MACHADO HECHT, DOUTORA (UnB)
(EXAMINADORA EXTERNA)

BRASILIA/DF, 7 DE DEZEMBRO DE 2015.




REFERENCIA BIBLIOGRAFICA E CATALOGACAO

CARNEIRO, F. T. Estudo da infeccdo por hemoplasmas em canideos e
felideos selvagens de cativeiro. Brasilia, Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria, Universidade de Brasilia, 2015. Dissertacdo de Mestrado.

Documento formal, autorizando reproducdo desta
dissertacdo de Mestrado para empréstimo ou
comercializacdo, exclusivamente para fins académicos;
foi passado pelo autor a Universidade de Brasilia e acha-
se arquivado na secretaria do Programa. O autor reserva
para si o0s outros direitos autorais, de publicacéo.
Nenhuma parte desta dissertacdo de mestrado pode ser
reproduzida sem a autorizagdo por escrito do autor.

Citacdes sao estimuladas, desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Carneiro, Filipe Tavares

Estudo da infecgdo por hemoplasmas em canideos e felideos selvagens de
cativeiro/Filipe Tavares Carneiro

Orientacdo de Giane Regina Paludo

Brasilia, 2015. 30p

Dissertacdo de Mestrado (M) — Universidade de Brasilia/ Faculdade de

Agronomia e Medicina Veterinaria

1.Micoplasmas hemotrépicos. 2.Carnivoros selvagens. 3.Hemoparasitas
I. Paludo, G. R. Il. Doutor




RESUMO

Hemoplasmas séo bactérias que prendem-se frouxamente a membrana plasmética
de eritrdcitos, podendo parasitar mamiferos domeésticos e selvagens. Felideos sédo
conhecidamente parasitados por Mycoplasma haemofelis, Candidatus
Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis, enquanto
canideos sdo infectados por pelo menos duas espécies de hemoplasmas:
Mycoplasma haemocanis e Candidatus Mycoplasma haematoparvum. As
hemoplasmoses sdo de grande relevancia na clinica veterinaria, tanto por sua
distribuicdo cosmopolita e severidade de sinais clinicos, a depender da espécie do
parasita e imunocompeténcia do hospedeiro, quanto pelo seu potencial zoonético
e de infeccao de animais selvagens ameacgados de extingdo. O presente trabalho
se propOs a investigar quais espécies de hemoplasmas parasitam as diferentes
espécies de carnivoros de cativeiro, a fim de esclarecer a epidemiologia da doenca
nestas espécies. Além disso, a pesquisa visou caracterizar as alteracfes
hematoldgicas causadas pela infeccao por diferentes espécies de micoplasmas
hemotropicos, a fim de estabelecer sua importancia clinica para as espécies
selvagens e a capacidade dessas espécies de se tornarem reservatorio dos
agentes estudados. Foram investigadas as amostras de 33 felideos e 18 canideos
selvagens e observou-se que a ocorréncia da infecgdo por hemoplasmas nessas
espécies é de 45,5% e 83,3%, respectivamente. Fatores como faixa etéria, género
ou presenca de anemia ndo apresentaram correlacdo com a positividade para a

infeccdo. Sendo assim, conclui-se que a infeccdo por hemoplasmas em carnivoros



Vi

selvagens tem alta prevaléncia, a patogenicidade dos agentes é baixa, ou o estagio

cronico € mais frequente, resultando na reducéo de seu diagnostico.
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ABSTRACT

Hemoplasmas are bacteria able to adhere themselves loosely to the plasma
membrane of erythrocytes and may parasitize several species of mammals. There
are three known species of hemoplasmas that parasitize domestic and wild cats:
Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum and Candidatus
Mycoplasma turicensis. Dogs are infected by at least two species of hemoplasmas:
Candidatus Mycoplasma haematoparvum and Mycoplasma haemocanis. The
hemoplasmoses are very important in the veterinary clinic, either because of its
worldwide distribution and severity of clinical signs, depending on parasite species
and host immune competence, or due to its zoonotic potential and capability of
infecting endangered species. This study set out to investigate which hemoplasmas
species parasitize different species of captive wild carnivores in order to clarify the
epidemiology of the disease in these species. Furthermore, the research intended
to characterize the hematological changes caused by different species of
hemotrophic mycoplasmas infection in order to establish their clinical importance to
wild species and the capacity of these species to become a reservoir of studied
agents. Samples of 33 wild felids and 18 wild canids were investigated and it was
observed that the occurrence of hemoplasma infection in these species is 45.5%
and 83.3%, respectively. Factors such as age, gender or anemia are not more
frequent in animals positive for the infection. Therefore, it is concluded that infection
by hemoplasmas in wild carnivores has high prevalence, and either agent
pathogenicity is low, or chronic stage is more frequent, resulting in the reduction of

diagnosis.
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INTRODUCAO

Hemoplasmas, ou micoplasmas hemotroficos, sdo importantes agentes
causadores de anemia infecciosa. Originalmente foram enquadrados nos géneros
Haemobartonella ou Eperythrozoon, com base na ocorréncia em forma de anéis e
presenca livre no plasma. Posteriormente, passaram a ser classificados como
membros da familia Anaplasmataceae, as riquétsias. Porém, a andlise do
sequenciamento do gene rRNA 16S fez com que se notasse sua semelhanca ao
grupo pulmonar dos micoplasmas, permitindo sua classificacdo no género
Mycoplasma (Tasker et al., 2003c; Thrall, 2007; Willi et al., 2007; Biondo et al.,
2009).

Espécies de hemoplasmas ja foram descritas em todos os continentes, a
excecdo da Antartida, levando a crenca de que este é um microrganismo de
distribuicdo cosmopolita, no entanto a epidemiologia e transmissao desses agentes
permanecem um tanto obscuras (Willi et al., 2007; Biondo et al., 2009).

Ja que hemoplasmas ndo podem ser cultivados in vitro, a dose infectante
ndo pode ser medida com precisdo experimentalmente e interfere com os
resultados. Estudos sugerem que pulgas (Ctenocephalides felis) séo responsaveis
pela transmissdo de Mycoplasma haemofelis e Candidatus Mycoplasma
haemominutum em felinos, que o carrapato (Rhipicephalus sanguineus) € o
principal vetor de M. haemocanis em caes, que os piolhos (Poliplax serrata e
Poliplax spinulosa) sdo vetores de Mycoplasma coccoides em roedores e que

moscas e mosquitos (Stomoxys calcitrans e Aedes aegypti) agem como vetores de



Mycoplasma suis em suinos (Biondo et al., 2009). Além disso, a literatura sugere
infeccdo por meio de mordeduras, transmissao transmamaria e transplacentaria e
exposicao iatrogénica. No Ultimo caso, vale ressaltar a infeccdo de animais
esplenectomizados via transfusdo sanguinea de um doador infectado ou de
receptor com infeccao latente (Thrall, 2007).

Existem trés espécies conhecidas de hemoplasmas que parasitam felinos
domeésticos e selvagens, sendo elas Mycoplasma haemofelis, Candidatus
Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis. Sabe-se que
Mycoplasma haemofelis induz anemia mesmo em hospedeiros imunocompetentes,
enquanto Ca. M. haeminutum e Ca. M. turicensis aparentam ser menos
patogénicos (Haefner et al., 2003; Thrall, 2007; Willi et al., 2007; Santos, 2009;
Biondo et al., 2009).

Caes sdo infectados por, ao menos, duas espécies de hemoplasmas:
Mycoplasma haemocanis e Candidatus Mycoplasma haematoparvum (Biondo et
al., 2009). Além disso, um hemoplasma canino mais semelhante ao Ca. M.
haemominutum que ao Ca. M. haematoparvum foi detectado por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em um cao em Londrina, e um hemoplasma com 98-100% de
homologia com Ca. M. turicensis encontrado em gatos também amplificou em 7 de
10 cées esplenectomizados em Porto Alegre (Santos, 2009). Nao se sabe se
tratam-se de novos hemoplasmas caninos ou se canideos sdo suscetiveis a
infeccdo por hemoplasmas felinos.

Ha relatos de parasitismo por hemoplasmas em diversas espécies
selvagens, como, gatos-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), gatos-maracaja
(Leopardus wiedii), jaguatiricas (Leopardus pardalis), oncas-pardas (Puma

concolor), oncas-pintadas (Panthera onca), linces-euroasiaticos (Lynx lynx), gatos-



selvagens (Felis silvestris silvestris), jaguarundis (Puma yagouaroundi), lobos-
cinzentos (Canis lupus) e cachorros-vinagre (Speothos venaticus), inclusive
animais considerados vulneraveis como ledes (Panthera leo) e gatos-do-mato-
pequenos (Leopardus tigrinus), ou ameacados como tigres (Panthera tigris), linces-
ibéricos (Lynx pardinus) (Haefner et al., 2003; Willi et al., 2006; Guimaraes et al.,
2007; André et al., 2011; “The IUCN Red List of Threatened Species,” 2016)
(Haefner et al., 2003; Willi et al., 2007; Guimaraes et al., 2007; André et al., 2011).

Além disso, ja foi descrita na literatura a co-infeccdo de uma médica
veterinaria que transitava entre Grenada, Irlanda e Africa do Sul por Anaplasma
platys, Bartonella henselae e Candidatus Mycoplasma haematoparvum. A mulher
de 27 anos relatou contato com diversos animais domésticos e selvagens, além de
vetores, e apresentou sintomas que variavam de desmaios, dores de cabeca,
fotofobia, fasciculacbes musculares, convulsdes tdnico-clénicas, ataxia e perda de
memoria (Maggi et al., 2013).

A infeccao direta das hemacias por hemoparasitas pode resultar em anemia
intravascular, extravascular ou ainda ndo causar anemia. Sinais clinicos podem
incluir além da anemia hemolitica, esplenomegalia, febre, anorexia, desidratacao,
emaciacao, letargia, ictericia e morte subita (Thrall, 2007; Willi et al., 2007). A
anemia é regenerativa, a menos que haja uma doenca primaria que iniba a
eritropoiese. No caso dos felinos, comumente a hemoplasmose é secundaria ao
virus da leucemia felina (FeLV) ou ao virus da imunodeficiéncia felina (FIV) (Thrall,
2007).

A identificacdo de hemoparasitas ocorre tradicionalmente por visualizacao
do esfregaco sanguineo sob microscopia de luz. No entanto, este método

diagnéstico é bastante limitado, pois além de depender muito da quantidade de



parasita circulante, também sustenta-se da experiéncia do técnico de laboratério
em distinguir o parasita de outras estruturas como corpusculos de Howell-Jolly,
ponteado basofilico ou mesmo artefatos causados por precipitacdo de corante.
Sendo assim, o desenvolvimento de uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
especifica e altamente sensivel tem assegurado um diagndéstico eficaz, mesmo em
situacbes em que ha apenas uma pequena quantidade do microrganismo
parasitando o hospedeiro (Thrall, 2007).

Mesmo sabendo que as hemoplasmoses podem infectar diferentes espécies
de carnivoros selvagens e causar sérios sinais clinicos, capazes até mesmo de
comprometer a conservacao de espécies ameacadas, existe pouca informacao na
literatura sobre a ocorréncia da infeccdo por hemoplasmas nessas espécies. Além
disso, considerando o potencial zoonotico da doenca, é necessario avaliar se existe
a probabilidade de animais selvagens funcionarem como reservatorios do agente e
transmiti-lo a humanos e animais domésticos.

Os objetivos deste trabalho foram determinar a ocorréncia e identificar as
espécies de hemoplasmas que acometem os canideos e felideos selvagens de
cativeiro por meio de PCR convencional. Além disso, objetivou-se verificar as
alteracbes hematoldgicas ocasionadas pelos hemoplasmas e estudar a
epidemiologia da infeccdo por hemoplasmas em carnivoros correlacionando a

prevaléncia da doenca em diferentes espécies selvagens.



MATERIAL E METODOS

COLHEITA DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas 33 amostras de sangue de felideos silvestres e 18 de
canideos silvestres, provenientes da Fundac¢éo Jardim Zooldgico de Brasilia e do
Criatério Conservacionista NEx (No Extincion). O zooldgico forneceu amostras de
trés oncas-pintadas (Panthera onca), uma jaguatirica (Leopardus pardalis), dois
gatos-palheiros (Leopardus pajerus), trés oncas-pardas (Puma concolor), um gato-
maracaja (Leopardus wiedii), um gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus),
quatro tigres-de-bengala (Panthera tigres), trés jaguarundis (Puma yagouaroundi),
dois leGes-africanos (Panthera leo), seis lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus),
cinco raposas-do-campo (Lycalopex vetulus), cinco cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous) e dois cachorros-do-mato-vinagre (Speothos venaticus). O NEx
forneceu amostras de oito ongas-pintadas, uma jaguatirica, um gato-palheiro e trés
ongas-pardas.

As amostras foram colhidas com autorizacdo da Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA-UNnB), conforme UnB-Doc n° 130988/2015 e do Institudo
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
conforme SISBIO n° 46097.

Também foram utilizadas amostras de sangue de dois caes e quatro gatos
domésticos provenientes do atendimento do Hospital Veterinario da UnB e em

campanhas de vacinagéo do Distrito Federal como controles positivos das técnicas



de PCR. Estes animais haviam sido previamente diagnosticados como portadores
de hemoplasmas por meio de PCR em tempo real (QPCR) e sequenciamento e
suas amostras encontravam-se armazenadas em um Biobanco no Laboratorio de
Microbiologia e Patologia Clinica Molecular do Hospital Veterinario da Universidade
de Brasilia.

Com o objetivo de reduzir o estresse causado pela contencéo fisico-quimica,
todas as amostras de animais selvagens foram colhidas durante procedimentos
veterinarios de rotina da instituicdo de origem.

As amostras de sangue venoso foram colhidas por puncao da veia cefélica,
jugular ou caudal ventral. Essas amostras foram de maneira atraumatica e
rapidamente acondicionadas em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético

(EDTA).

ANALISE HEMATOLOGICA

As amostras oriundas do Criatorio NEX foram encaminhadas ao Laboratorio
de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia,
onde foi utilizado um contador automatico de células para uso veterinario (modelo
Horiba ABX Micros ESV 60) para a determinacdo do numero de heméacias, de
leucdcitos e a concentragdo de hemoglobina. As amostras oriundas do Zooldgico
de Brasilia foram encaminhadas ao Nucleo de Laboratério do Hospital Veterinario
do préprio Zoolégico de Brasilia, onde foi realizada a contagem manual de

hemacias e leucécitos com o auxilio de uma camara de Neubauer.



A divergéncia na metodologia para contagem de leucdcitos e hemacias para
as amostras de diferentes origens ocorreu a fim de garantir que seu processamento
fosse realizado o mais rapido possivel. Contudo, um mesmo analisador realizou o
processamento das amostras a fim de reduzir variagcbes ao maximo.

O restante do processamento foi idéntico para as amostras de ambas as
origens. O volume globular (VG) foi determinado pela técnica do microhematdécrito
e foram ainda preparados esfregacos de sangue total corados com corante tipo
Romanowsky (Panético Rapido) para a realizacdo do diferencial leucocitéario,

observacdo morfologica das células sanglineas e pesquisa de hemoparasitas.

EXTRACAO DE DNA

Apés a realizagdo dos hemogramas, as amostras com EDTA foram
congeladas e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia e Patologia Clinica
Molecular do Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia, onde o DNA foi
extraido com a utilizacdo de kits comerciais (lllustra blood genomicPrep Mini Spin
Kit®, GE Healthcare do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP), seguindo as recomendacdes
do fabricante. As amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o momento da

realizacdo da PCR.

REALIZACAO DAS TECNICAS DE PCR



Visando confirmar a extracdo de DNA e atestar a qualidade e integridade do
material extraido, além da auséncia de inibidores, foi realizada uma PCR para
deteccdo do gene que codifica a enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH), utilizando os oligonucleotideos GAPDH-F e GAPDH-R (Birkenheuer et
al., 2003).

Para a identificacdo dos hemoplasmas foram utilizados oligonucleotideos
especificos para o gene 16S rRNA. Para a padronizacdo das técnicas de PCR
foram utilizados cdes e gatos domésticos com diagndstico laboratorial positivo
através de gPCR e sequenciamento. As condi¢cdes das técnicas de PCR foram
determinadas experimentalmente. Amostras desses animais domeésticos
conhecidamente positivos foram utilizadas como controle positivo, enquanto agua
miliQ foi utilizada como controle negativo em todas as experimentacoes.

Para deteccdo de amostras positivas para hemoplasmas, foram realizadas
6 técnicas diferentes de PCR convencional, uma para género de hemoplasmas
(utilizando os oligonucleotideos HBT-F e HBT-R) e outras cinco especificas para
M. haemofelis (HF-F1 e HF-R3), Ca. M. haemominutum (1183-F e 1290R), Ca. M.
turicensis (CMtFw2 e CmtRev2), M. haemocanis (HCAN-F e HCAN-R) e Ca. M.
haematoparvum (HPARV-F e HPARV-R). Também foram realizadas técnicas de
PCR para identificacdo de riquétsias nas amostras, uma geral para a familia
Anaplasmataceae, capaz de identificar Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. muris,
Anaplasma. equi, A. phagocytophila, A. platys, A. marginale, A. centrale, Wolbachia
pipientis, E. sennetsu, Neorickettsia risticii e N. helminthoeca (EHR16sd e
EHR16sr), uma especifica para E. Canis (ECAN5 e HE3) e outra para Anaplasma

platys. Nesta ultima PCR, para A. Platys, foi utilizado um oligonucleotideo



especifico forward (Platys), combinado com o oligonucleotideo reverse da PCR
para Anaplasmataceae. A descricdo dos oligonucleotideos utilizados em cada PCR
encontra-se na tabela 1.

O volume final do mix de cada PCR foi de 25 pl, contendo tampéo de PCR
1X, oligonucleotideos, MgClz, dNTP, Tag DNA Polimerase e amostra de DNA. As
concentracdes de cada reagente e descricdo dos ciclos de temperatura para cada
técnica encontram-se nas tabelas 2 e 3.

O resultado das PCRs foi analisado por eletroforese em gel de agarose

corado com brometo de etidio e observado sob transiluminador de fluorescéncia.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inseridos no Microsoft Office Excel® e a andlise estatistica
foi realizada com o auxilio do software SPSS para Windows (SPSS Inc., Chicago,
IL, EUA). Variaveis categéricas (género, origem, espécie, idade, presenca de
anemia e resultado da PCR) foram avaliadas por meio do teste qui-quadrado,
seguindo um intervalo de confianca de 95%. Os testes Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk foram utilizados para testar a normalidade das variaveis continuas
(VG, numero de hemacias e leucdcitos). O teste U de Mann-Whitney foi usado para
analisar os dados que nao seguiam distribuicdo normal. Resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando P<0,05.
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RESULTADOS

HEMOPLASMAS EM FELIDEOS SELVAGENS

Inicialmente foram comparados os resultados dos hemogramas de animais
das diferentes origens, a fim de investigar se a diferenca na metodologia de
processamento resultou em viés nos resultados. Nao foi encontrada diferenca,
sugerindo que essa divergéncia néao foi fator determinante nos resultados.

Dos 33 felinos testados, 15 (45,5%) foram positivos para hemoplasmas,
sendo duas ongas-pintadas, duas jaguatiricas, trés gatos-palheiros, quatro oncas-
pardas, um gato-maracaja, dois jaguarundis e um ledo-africano (Tabela 4). Nao
houve diferenca estatistica entre animais positivos e negativos quando comparados
em relagdo a instituicdo de origem, género, faixa etaria (maior ou menor que 2 anos
de idade) ou presenca de anemia (Tabelas 5, 6 e 7). Também né&o houve diferenca
entre VG, nimero de hemacias, numero de plaquetas e leucograma de animais
positivos e negativos. Nado foram encontrados quaisquer hemoparasitas nos
esfregacos sanguineos tanto dos animais positivos quanto dos negativos.

Duas oncgas pintadas foram positivas para Ca. M. haemominutum e Ca. M.
haematoparvum, um gato-palheiro para M. haemocanis e uma jaguatirica e um
gato-palheiro para Ca. M. haematoparvum. Os outros dez felideos positivos para
hemoplasmas nao tiveram a espécie detectada pelas técnicas de PCR utilizadas

neste trabalho (Tabela 8).
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Dentre os felideos positivos, uma onca pintada e uma jaguatirica foram
positivos para Anaplasma platys, uma onca-parda foi positiva para Ehrlichia canis
e uma onca-pintada, uma jaguatirica, dois gatos-palheiros, uma onca-parda e um
gato-do-mato-pequeno também foram testados positivos para algum outro agente
da familia Anaplasmataceae. Dado que os animais foram naturalmente infectados
e dificil afirmar qual agente causou a infec¢cdo primeiramente. No entanto, &
bastante provavel que um dos agentes tenha comprometido o sistema imunolégico

do hospedeiro e favorecido a infeccdo do outro.

HEMOPLASMAS EM CANIDEOS SELVAGENS

Dos 18 canideos testados, 15 (83,3%) foram positivos para hemoplasmas,
sendo os seis lobos-guaras, quatro raposas-dos-campo, quatro cachorros-do-mato
e um cachorro-vinagre (Tabela 9). Ndo houve diferenca entre animais positivos e
negativos, quando comparados em relagdo a género, faixa etaria ou presenca de
anemia (Tabelas 5, 6 e 7). Da mesma maneira, ndo houve diferengca ha comparacao
de VG, numero de hemacias, nimero de plaquetas e leucograma de animais
positivos e negativos.

Dois cachorros-do-mato foram testados positivos para Ca. M.
haemominutum, uma raposa-do-campo e dois cachorros-do-mato foram positivos
para M. haemocanis e um cachorro-do-mato-vinagre teve a presenca de Ca. M.
haematoparvum. Ainda assim, nove canideos positivos ndo tiveram a espécie de

hemoplasma detectada pelas técnicas de PCR aqui utilizadas (Tabela 8).
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N&o foi detectada coinfeccdo das espécies de hemoplasmas estudadas em
nenhuma amostra de canideos, no entanto, dentre as amostras positivas para
hemoplasmas um lobo-guard e uma raposa-do-campo foram positivos para A.
platys e E. canis; um cachorro-do-mato, uma raposa-do-campo e trés lobos-guaras
foram positivos para A. platys; uma raposa-do-campo e um lobo-guara testaram
positivo para E. canis; e um cachorro-do-mato, duas raposas-do-campo e um lobo-
guard foram positivos para algum agente da familia Anaplasmataceae nao
especificado. No esfregaco sanguineo do lobo-guara positivo para E. canis foi
encontrada uma morula em plaqueta, contudo ndo foram encontrados

hemoplasmas nos esfregacos de quaisquer dos canideos estudados.
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DISCUSSAO

HEMOPLASMAS EM FELIDEOS SELVAGENS

Outros trabalhos foram realizados investigando a infecg&do por hemoplasmas
em felideos selvagens nos ultimos anos e a ocorréncia do agente diverge
consideravelmente em cada pesquisa. Em um estudo realizado com 54 felideos
de cativeiro de lllinois e da Florida, nos Estados Unidos, teve apenas dois (0,04%)
tigres positivos (Haefner et al.,, 2003). Este valor € bem inferior aos 45,5%
encontrados no presente trabalho, apesar de também se tratarem de animais de
cativeiro.

A Fundacéo Jardim Zoologico de Brasilia encontra-se em um grande centro
populacional e, por este motivo, enfrenta um grande problema com gatos-
domésticos errantes e animais sinantrépicos, tais como capivaras. Os gatos e
capivaras tem livre acesso ao parque e podem ser responsaveis pelo transito de
vetores para dentro e fora do parque e manutengdo dos altos indices de infecgéo
nos espécimes selvagens. S840 necessarios estudos com esses animais e seus
vetores para ter certeza de seu papel neste ciclo.

Outro estudo, realizado com 165 felideos oriundos de zool6gicos de Sao
Paulo, Mato Grosso e Distrito Federal a ocorréncia da infecgdo por hemoplasmas
foi de 13,9% em felideos, totalizando 23 animais infectados. Do total de animais,
dez pertenciam a Fundacdo Jardim Zooldgico de Brasilia e trés (30%) deles

testaram positivo para Ca. M. haemominutum (André et al., 2011). Apesar da
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ocorréncia total ser bem menor, quando se considera apenas 0s animais do Distrito
Federal, embora tenham sido amostrados apenas dez animais, ha maior
proximidade em relacdo a ocorréncia encontrada no presente trabalho, ainda que
permaneca menor. Isso sugere tanto que a infeccéo por hemoplasmas em felideos
selvagens pode ser mais frequente no Distrito Federal que em Mato Grosso e Sao
Paulo, quanto que esta vem crescendo com o passar dos anos, tendo passado de
30% para 45,5%. Este problema pode estar mais uma vez relacionado aos animais
errantes, cada vez mais frequentes nas imediacdes do Zooldgico de Brasilia.

Um terceiro trabalho que avaliou amostras de sangue e fluidos
serossanguinolentos de 257 felideos selvagens de 15 espécies diferentes oriundos
de vida-livre ou cativeiro na Africa, América do Sul e Europa obteve 96 animais
positivos (37%) para a infeccdo por hemoplasmas. Os felideos foram divididos em
cinco grupos com diferentes frequéncias de infeccdo: ledes do Serengeti (98%),
linces-euroasiaticos (44%), felideos selvagens europeus (39%), linces-ibéricos
(37%) e felideos selvagens brasileiros (10%) (Willi et al., 2007). Apesar da
ocorréncia total ser bastante préxima da encontrada neste trabalho, existe uma
disparidade consideravel quando se compara apenas os felideos selvagens
brasileiros. Os autores insinuam que a diferenca na frequéncia de infeccao entre
0s cinco grupos estudados pode ser devido a diferenca nos ambientes onde vivem
0S animais, tanto de um cativeiro para outro, quanto de cativeiro para vida-livre.
Deve-se considerar, portanto, que as amostras dos felideos selvagens brasileiros
foram colhidas no Parque Zooldgico de S&o Paulo, situado na Mata Atlantica
brasileira, enquanto as amostras do presente trabalho foram colhidas de animais
que vivem no Cerrado brasileiro. As diferencas entre esses dois ecossistemas

podem influenciar em fatores como a variacdo de temperatura, facilitando ou
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dificultando que os animais sofram estresse térmico, bem como alterando a
suscetibilidade a ectoparasitas que potencialmente veiculam o agente em questao.
Isso pode justificar a variacdo de 35,5% na frequéncia de infeccdo entre os
trabalhos.

A infeccdo de felinos domeésticos representa um potencial patogénico ja
avaliado anteriormente (Sukura et al., 1991; Foley et al., 1998), porém isso ndo tem
sido frequentemente relatado em felideos selvagens (Willi et al., 2007; André et al.,
2011). E possivel chegar as hipéteses de que os animais encontravam-se no
estagio cronico da infec¢ao, foram infectados por linhagens menos patogénicas do
agente, ou ainda possuiam melhor imunocompeténcia e, portanto, nao
apresentaram anemia (Tasker et al., 2003b; Willi et al., 2006; Aquino et al., 2014).
Umas das oncas-pardas positivas para Ca. M. haemominutum e Ca. M.
haematoparvum teve sua amostra testada duas vezes no intervalo de um ano e foi
positiva em ambos os testes. Esse dado ratifica a teoria deste animal encontrar-se
na fase cronica de infeccdo e aumenta a probabilidade de o mesmo estar
acontecendo com os outros individuos testados.

Estudos com felinos domésticos indicam que a infeccdo por hemoplasmas é
mais frequente em machos que em fémeas, e que M. haemofelis é mais frequente
em animais jovens, enquanto Ca. M. haemominutum € mais relatado em animais
mais velhos (Willi et al., 2006; Sykes & Tasker, 2013). Contudo, da mesma forma
que o presente trabalho, Willi et al., 2007 ndo encontrou correlacao entre género e
infeccdo por hemoplasmas em outro trabalho investigando felideos selvagens.

A coinfeccado por diferentes espécies de hemoplasmas € frequentemente
relatada em gatos domésticos (Tasker et al., 2003a; Willi et al., 2006; Aquino et al.,

2014). O percentual de animais infectados concomitantemente com mais de uma
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espécie de hemoplasmas foi de 21,4% em um trabalho que investigou apenas a
presenca de M. haemofelis, Ca. M. haemominutum e Ca. M. turicensis em felideos
selvagens. (Willi et al.,, 2007) Curiosamente, apenas duas oncas-pardas
apresentaram infeccdo simultanea por mais de uma espécie de hemoplasma,
sendo nos dois casos Ca. M. haemominutum e Ca. M. haematoparvum. Vale
ressaltar que existe uma proximidade muito grande entre essas duas espécies e
que as duas técnicas de PCR podem estar identificando um mesmo agente (Willi
et al., 2006). E necessario fazer o sequenciamento das mostras positivas para
esclarecer esta duvida, assim como para identificar as amostras positivas sem
espécie identificada, mas o uso desta técnica nao foi possivel.

Este é o primeiro trabalho de conhecimento dos autores a relatar a infeccéo
por M. haemocanis e Ca. M. haematoparvum em felideos selvagens. No entanto, é
preciso reiterar que, devido a similaridade genética entre M. haemofelis e M.
haemocanis e entre Ca. M. haemominutum e Ca. M. haematoparvum, é necessario
gue as amostras positivas sejam sequenciadas para confirmacao (Sykes & Tasker,

2013).

HEMOPLASMAS EM CANIDEOS SELVAGENS

A infeccao por hemoplasmas em cdes domeésticos ja foi descrita na literatura,
especialmente associada a animais esplenectomizados ou imunossuprimidos. Um
estudo com 889 cdes na Suica encontrou uma ocorréncia da infeccdo por M.

haemocanis ou Ca. M. haematoparvum de 1,2%, sendo a do primeiro agente 0,9%
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e a do segundo 0,3% (Wengi et al., 2008). Outro estudo pesquisou 0S mesmos
agentes em 154 cdes de Ribeirdo Preto e encontrou uma ocorréncia de
hemoplasmas caninos de 2,5%, sendo 1,9% das infec¢cdes por M. haemocanis e
0,6% por Ca. M. haematoparvum (Alves et al., 2014). A ocorréncia encontrada nos
animais do presente trabalho ultrapassam significativamente a encontrada em
ambos os trabalhos, seja pela diferenca da espécies de hospedeiro avaliadas, de
agentes infecciosos investigadas ou da disponibilidade de vetores no ambiente.

Um estudo investigou a ocorréncia de hemoplasmas em 100 canideos
selvagens, sendo trés lobos europeus (Canis lupus) e 97 canideos silvestres
brasileiros mantidos em cativeiro em zoolégicos de S&do Paulo, Mato Grosso e
Distrito Federal. A frequéncia da infeccao por hemoplasmas foi calculada em 4%,
sendo bastante inferior a de 83,3% encontrada no presente trabalho. No entanto,
dois lobos (2%) testaram positivos para Ca. M. haemominutum, e dois cachorros-
do-mato-vinagre (2%) para Ca. M. haematoparvum. No presente trabalho dois
cachorros-do-mato (11,1%) também foram positivos para Ca. M. haemominutum e
um cachorro-do-mato-vinagre foi positivo para Ca. M. haematoparvum (André et
al., 2011).

Cabe observar que todos os canideos avaliados vieram de uma mesma
instituicdo e que o alto indice de infeccdo pode ser consequéncia, ndo apenas de
condicOes ecoldgicas da regido, mas também de condi¢cBes sanitarias locais. Mais
uma vez, a dificuldade no controle de vetores de animais errantes e sinantropicos
pode ter sido determinante neste caso e precisa de estudos mais direcionados.

Curiosamente, todos os lobos-guaras foram positivos para hemoplasmas e
riquétsias. Os animais vivem em recintos proximos uns dos outros e que se

comunicam por grades, o que certamente € um fator que propicia a transmissao
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dos agentes. Ainda assim a espécie de hemoplasma de nenhum deles foi
detectada, mas trés individuos foram positivos para A. platys, um para E. canis e
um para A. platys e E. canis, revelando-se triplamente infectado. Este animal, uma
fémea filhote, apresentou anemia e veio a 0bito com aproximadamente dois meses
de vida. Outro lobo-guara, nascido na mesma ninhada, mas positivo apenas para
género de hemoplasma e A. platys, apresentou trombocitopenia além de anemia.
Quatro meses depois 0 animal foi diagnosticado com uma doenca osteometabdlica
e sofreu eutanasia.

Dentre os animais estudados também encontrou-se uma raposa-do-campo
com tripla infeccdo. Diferentemente do lobo-guara, esta apresentou apenas
trombocitopenia, sem qualquer sinal ao exame fisico.

Este trabalho converge com outros que investigaram a infeccdo por
hemoplasmas em canideos, tanto domésticos quanto selvagens, ao evidenciar que
hemoplasmas possuem baixa patogenicidade nessas espécies, hao
correlacionando anemia ou qualquer outro achado hematolégico a infeccdo (Wengi
et al., 2008; André et al., 2011; Alves et al., 2014). Vale ressaltar que mesmo 0s
animais coinfectados com riquétsias ndo apresentaram alteracfes hematoldgicas
estatisticamente significativas em relacdo aos animais nao infectados.

Estudos com cdes domeésticos também apontam que nao existe correlacéo
entre infeccdo por hemoplasmas e género ou faixa etaria (Wengi et al., 2008), mas
nenhum outro estudo com canideos selvagens tentou estabelecer esta
comparacao.

Este € o primeiro trabalho a identificar M. haemocanis infectando canideos
selvagens do conhecimento dos autores. Contudo, é preciso ressaltar mais uma

vez a semelhanca entre os genomas de M. haemocanis e M. haemofelis, sobretudo
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no gene 16S rRNA, e que é preciso realizar 0 sequenciamento das amostras

positivas para distincao entre as espécies (Sykes & Tasker, 2013).
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CONCLUSOES

A infeccdo por hemoplasmas é frequente em carnivoros selvagens de
cativeiro, tendo uma ocorréncia de 45,5% em felideos e 83,3% em canideos. No
entanto, ndo sao encontrados achados hematologicos significativos em aniamais
positivos, levando a crer que a hemoplasmose nao costuma aparecer como doenca
nestes animais, possivelmente em decorréncia destes serem cronicamente
infectados ou parasitados por espécies ou linhagens menos patogénicas do agente.

A espécie mais frequentemente encontrada em felideos foi Ca. M.
haematoparvum, enquanto a mais frequente em canideos foi M. haemocanis, com
uma ocorréncia de 12,1% e 16,7%, respectivamente. Por outro lado, as espécies
menos frequentes foram M. haemofelis e Ca. M. turicensis, ndo encontradas em
nenhum dos espécimes analisados.

A transmissdo de hemoplasmas felinos parece funcionar de maneira
diferente em animais selvagens uma vez que fatores como género e faixa etaria
nao se correlacionam com a infeccdo. Em canideos, por outro lado, ndo parece
haver divergéncia entre animais domésticos e selvagens neste quesito.

Além disso, a alta ocorréncia de hemoplasmas nestes animais selvagens
oriundos de grandes centros populacionais implica que estes podem agir como
reservatorios do agente e perpetuar a infec¢cado de animais domesticos.

Mostra-se necessario o emprego de outras técnicas moleculares, como o
sequenciamento genético, a fim de elucidar se os individuos parasitados sem
identificacdo da espécie tratam-se apenas de pequenas mutacdes no genoma dos

parasitas ou se existem novas espécies infectando carnivoros selvagens.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados no controle da extracdo de DNA e na investigacdo e

identificacdo de hemoplasmas

Nome do Sequéncia do oligonucleotideo Temperatura Tamanho do Referéncia
oligonucleotideo de melting (°C) | produto (pb) | bibliogréfica
GAPDH-F CCT TCATTG ACC TCAACT ACAT 62 400 (Birkenheuer et
GAPDH-R CCA AAG TTG TCA TGG ATG ACC 62 al., 2003)
HBT-F ATA CGG CCC ATATTC CTA CG 60 595 (Criado-Fornelio
HBT-R TGC TCC ACC ACT TGT TCA 54 etal., 2003)
HE-F1 GAC TTT GGT TTC GGC CAA GG 62 393 (Criado-Fornelio
HE-R3 CGA AGT ACT ATC ATAATT ATCCCTC 68 etal., 2003)
1183-F GCATAATGT GTC GCA ATC 52 169 (Criado-Fornelio
1290R GTT TCA ACT AGT ACT TTC TCC 58 etal., 2003)
CMtFw2 GTC CTA TAG TAT CCT CCA TCA GAC AG 76 1039 (Aquino et al.,
CMtRev?2 CGA CAC ATT GTA CTC ACC ATT GTAA 70 2014)
HCAN-F GAA ACT AAG GCC ATA AAT GAC GC 66 309 (Torkan et al.,
HCAN-R ACC TGT CAC CTC GAT AAC CTC TAC 72 2012)
HPARV-F ACG AAA GTC TGA TGG AGC AAT AC 66 328 (Torkan et al.,
HPARV-R TAT CTA CGC ATT CCA CCG CTAC 66 2012)
EHR16sd GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC 62 345 (Inokuma et al.,
EHR16sr TAG CAC TCATCG TTT ACA GC 58 2001)
ECANS5 TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT 74 396 (Inokuma et al.,
HE3 CAATTATTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A 76 2001)
Platys GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG 64 678 (Inokuma et al.,

2001)
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Tabela 2. Concentracao/ volume de reagentes utilizados nas diferentes técnicas de PCR.

Oligonucletideos | MgCl, | dNTP | Taq DNA Amostra
(uM) (mM) | (mM) | Polimerase de DNA
(V) (k)
Género de hemoplasma 0,5 2,5 0,20 1,25 1
M. haemofelis 0,1 2,5 0,20 1,25 1
Ca. M. haemominutum 0,1 2,5 0,25 1,25 1
Ca. M. turicensis 0,2 2,5 0,25 1,25 1
M. haemocanis 0,2 1X* 0,25 1,25 1
Ca. M. haematoparvum 0,2 1X* 0,25 1,25 1
Anaplasmataceae 1 1,6 0,25 0,5 5
E. canis 0,25 2,0 0,20 0,5 1
A. platys 1 1,6 0,25 0,5 5

*O MgCl: j& se encontra adicionado ao tampéo do fabricante da Tag DNA Polimerase utilizada.
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Tabela 3. Condig6es para amplificacdo dos diferentes agentes. (T: temperatura; D: durag&o)

Desnaturacdo | N°de | Desnaturacéo Anelameto Extenséo Extenséo final
inicial ciclos
TCC) | D(s) TCC) D(s) TECC)| D(s) TECC) | D(s) TEC) D)
Género de
94 600 40 94 30 56 30 72 30 72 600
hemoplasma
M. haemofelis 94 600 43 94 45 54 30 72 30 72 420
Ca. M.
94 240 35 94 30 53 60 72 45 75 300
haemominutum
Ca. M. turicensis 95 300 40 95 10 59 30 72 90 72 300
M. haemocanis 94 300 34 94 60 60 60 72 60 72 300
Ca. M.
94 300 35 94 60 60 60 72 60 72 300
haematoparvum
Anaplasmataceae 95 300 34 95 30 53 30 72 90 72 300
E. canis 94 180 40 94 60 63 120 72 90 72 300
A. platys 95 300 40 95 30 51 30 72 90 72 300




Tabela 4. Resultado da PCR geral para hemoplasmas por espécie de felideos
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Numero (%) | Numero (%) de Total
de positivos negativos
Leopardus wiedii 1(3) 1(3) 2 (6)
Panthera onca 2 (6,1) 9 (27,3) 11 (33,4)
Leopardus pardalis 2(6,1) 0 (0) 2(6,1)
Leopardus pajerus 3(9,1) 0 (0) 3(9,1)
Puma concolor 4(12,1) 2(6,1) 6 (18,2)
Panthera tigris 0 (0) 4(12,1) 4(12,1)
Puma yagouaroundi 2 (6,1) 1(3) 3(9,1)
Panthera leo 1(3) 1(3) 2 (6)
Total 15 (45,5) 18 (54,5) 33 (100)

Tabela 5. Numero (%) de animais positivos e negativos para infecgdo por hemoplasmas
correlacionados com género pelo teste Qui-quadrado de Pearson

Género
PCR para Felideos Canideos
hemoplasmas
Macho Fémea Macho Fémea
Negativo 7 (21,2)a 11 (33,3)a 1(5,6)a 2(11,1)a
Positivo 10 (30,3) a 5(15,2)a 9 (50)a 6 (33,3)a
Total 17 (51,5) 16 (48,5) 10 (55,6) 8 (44,4)

(Felideos: p=0.112; Canideos: p=0,396). Letras subscritas iguais em colunas diferentes indicam

que as proporc¢des ndo diferem significativamente entre si.
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Tabela 6. Numero (%) de animais positivos e negativos para infeccdo por hemoplasmas
correlacionados com a faixa etaria pelo teste Qui-quadrado de Pearson

Faixa etéaria

PCR para Felideos Canideos
hemoplasmas

<2anos >2anos <2 anos >2 anos
Negativo 2(6,1)a 16 (48,5) a 1(5,6)a 2(11,1)a
Positivo 1(3)a 14 (42,4) a 5(27,8)a | 10(55,5)a
Total 3(9,1) 30 (90,9) 6 (33,4) 12 (66,6)

(Felideos: p=0,658; Canideos: p=1,000). Letras subscritas iguais em colunas diferentes indicam que
as proporcdes nao diferem significativamente entre si.

Tabela 7. Numero (%) de felideos positivos e negativos para infeccdo por hemoplasmas
correlacionados com a presenca ou ndo de anemia (VG<25) pelo teste Qui-quadrado de Pearson

Anemia
PCR para Felideos Canideos
hemoplasmas
VG227 VG<27 VG238 VG<38
Negativo 12 (50) a 1(4,2)a 2(12,5)a 1(6,3)a
Positivo 10 (41,7) a 1(4,2)a 4 (25)a 9 (56,2) a
Total 22 (91,7) 2(8,4) 6 (37,5) 10 (62,5)

(Felideos: p=0,902; Canideos: p=0,247). Letras subscritas iguais em colunas diferentes indicam que
as proporc¢des nao diferem significativamente entre si.
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Tabela 8. NUmero (%) de animais positivos e negativos para as técnicas de PCR realizadas.

Felideos Canideos
PCR positivo | PCR negativo | PCR positivo | PCR negativo
Género de 15 (45,5) 18 (54,5) 15 (83,3) 3(16,7)
hemoplasma
M. haemofelis 0 (0) 33 (100) 0 (0) 18 (100)
Ca. M. 2(6,1) 31(93,9) 2(11,2) 16 (88,9)
haemominutum
Ca. M. 0 (0) 33 (100) 0 (0) 18 (100)
turicensis
M. haemocanis 1(3) 32 (97) 3(16,7) 15 (83,3)
Ca. M. 4 (12,1) 29 (87,9) 1(5,6) 17 (94,4)
haematoparvum
Tabela 9. Resultado da PCR geral para hemoplasmas por espécie de canideos
Numero (%) Numero (%) de Total
de positivos negativos
Chrysocyon 6 (33,3) 0 (0) 6 (33)
brachyrurus
Lycalopex vetulus 4 (22,2) 1 (5,6) 5 (27,8)
Cerdocyon thous 4 (22,2) 1(5,6) 5 (27,8)
Speothos venaticus 1 (5,6) 1 (5,6) 6 (11,2)
Total 15 (83,3) 3 (16,7) 33 (100)




