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Resumo

Ao longo dos ultimos anos foram realizados diversos estudos sobre infegao por hemoplasmas
em felinos domésticos com o objetivo de determinar a prevaléncia de infegdo, fatores de risco
associados e qual o seu significado na salde dos felinos. Estdo descritos cinco agentes capazes de
infetar os gatos domésticos — Mycoplasma haemofelis, “Candidatus Mycoplasma haemominutum”,
“Candidatus Mycoplasma turicensis”, “Candidatus Mycoplasma hematoparvum” e Mycoplasma
haemocanis. Apesar de a infecdo por hemoplasmas em gatos estar descrita a nivel global, que

tenhamos conhecimento tal informacéao néo esta disponivel em gatos de Angola.

O presente estudo teve como objetivo principal determinar, através do método de Reagéo em
Cadeia da Polimerase (PCR) convencional e Sequenciacdo Genética, a prevaléncia de infegdo por
hemoplasmas em gatos de Luanda, Angola. Este estudo pretendeu ainda identificar fatores de risco

para a infegdo por hemoplasmas em gatos de Angola.

Foram analisadas amostras de 67 gatos domésticos. Foi detetado Mycoplasma spp.,
nomeadamente “Candidatus Mycoplasma haemominutum” em quatro amostras (6%). O numero
reduzido de animais infetados ndo tornou possivel a identificacdo de fatores de risco associados a
infecao.

Embora a prevaléncia identificada seja relativamente baixa, quando comparada com estudos
de prevaléncia realizados noutras areas geograficas, a interpretacdo deve ser cuidada na medida em
que a amostra estudada apresenta caracteristicas que, a partida, lhe conferem menor risco de
exposicdo aos agentes em estudo. Ainda assim, o presente estudo descreve, pela primeira vez, a
infecdo por micoplasmas hemotrépicos em gatos de Angola.

Palavras chave: Angola, “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma

turicensis”, felino, hemoplasmas, Mycoplasma haemofelis.



Abstract

During the last years, several studies on feline infection with hemoplasmas have been
performed, aiming to determine the prevalence of infection, associated risk factors and their
significance in feline health. Five agents have been described as capable of infecting domestic cats -
Mycoplasma haemofelis, “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma
turicensis”, “Candidatus Mycoplasma haematoparvum” and Mycoplasma haemocanis. Although
hemoplasma infection in cats was described globally, to our best knowledge that information is not
available in cats from Angola.

The present study aimed to determine through conventional Polymerase Chain Reaction
(PCR) and Genetic Sequencing, the prevalence of hemoplasma infection in cats from Luanda, Angola.
This study also aimed to identify risk factors for hemoplasma infection in cats from Angola.

Samples from 67 domestic cats were analyzed in this study. Mycoplasma spp., specifically
“Candidatus Mycoplasma haemominutum”, was detected in four samples (6%). The reduced number
of infected animals detected in the present study prevented to identification of risk factors associated
with the infection.

Although the identified prevalence was relatively low when compared with other studies
conducted in other geographical areas, the interpretation of these results should consider that the
population studied had characteristics that confer less risk of exposure to the agents under study.
Nevertheless, the present study describes, for the first time, the infection by hemotropic mycoplasmas
in cats from Luanda, Angola.

Keywords: Angola, “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma turicensis”,
feline, hemoplasmas, Mycoplasma haemofelis.



1. Introdugédo

A hemoplasmose felina € uma doenca cujo espetro de apresentagédo pode variar desde uma
infecdo subclinica até ao desenvolvimento de anemia hemolitica potencialmente fatal. A doenca é
provocada por bactérias Gram-negativas do género Mycoplasma capazes de parasitar os eritrdcitos.
Até a data estdo identificadas cinco espécies capazes de infetar os gatos domésticos (Mycoplasma
haemofelis, “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, “Candidatus Mycoplasma turicensis”,
“Candidatus Mycoplasma hematoparvum” e Mycoplasma haemocanis), algumas com potencial
zoonotico. Estudos de prevaléncia tém vindo a reportar a sua presenca a nivel mundial. O presente
estudo procura identificar, pela primeira vez, a presenca de Mycoplasma spp. em gatos domésticos
de Luanda, Angola, através do método da reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction) convencional e posterior sequenciacdo de ADN.

2. Enquadramento teérico
2.1. Etiologia

Os micoplasmas hemotrépicos sdo bactérias Gram-negativas, desprovidas de parede celular,
que parasitam a superficie de eritrocitos (Reynolds & Lappin, 2007; Willi et al., 2007b; Messick, 2004;
Martinez-Diaz et al., 2013).

Inicialmente foram consideradas como espécies dos géneros Eperythrozoon e
Haemobartonella, pertencentes a ordem Rickettsiales (Sykes, 2010) pelo seu pequeno tamanho, por
nao serem cultivaveis em laboratério, por se suspeitar que a sua transmissao ocorria através de
vetores artrépodes e por apresentarem tropismo para eritrécitos de uma grande variedade de
mamiferos (Barker & Tasker, 2013). Estas caracteristicas poderiam aproxima-los da familia
Anaplasmataceae, no entanto, o facto de nao possuirem parede celular e aderirem a superficie dos
eritrécitos sem os invadir, tornava esta classificagdo controversa (Neimark, Johansson, Rikihisa &
Tully, 2001). Em gatos, foram inicialmente descritas duas espécies do género Haemobartonella:
Haemabartonella fellis, forma grande ou variante Ohio e Haemabartonella fellis forma pequena ou

variante Californiana, com cerca de metade do tamanho da primeira e com menor viruléncia.

Posteriormente, a andlise filogenética baseada na amplificacdo e sequenciacdo da
subunidade 16S do RNA ribossémico, levou a reclassificagdo dos géneros Haemobartonella e
Eperythrozoon no género Mycoplasma, classe Mollicutes A espécie até entdo conhecida como
Haemobartonella felis, variante grande ou Ohio, foi reclassificada como Mycoplasma haemofelis
(Mhf), e a variante pequena ou Californiana da Haemobartonella felis passou a ser designada de
“Candidatus Mycoplasma haemominutum” (CMhm) (Neimark et al., 2001). Estudos epidemiolégicos

posteriores levaram a identificagdo e reconhecimento de uma nova espécie capaz de infetar os gatos,
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designada de “Candidatus Mycoplasma turicensis” (CMtc) (Willi et al., 2005). As espécies “Candidatos
Mycoplasma hematoparvum” (CMhp) e Mycoplasma haemocanis, mais frequentemente descritas em

caes, foram também ja descritas em gatos (Sykes et al., 2004; Bergmann et al., 2017).

2.2. Morfologia

A microscopia eletrénica possibilitou a caracterizacdo morfolégica dos hemoplasmas
(Messick, 2004; Willi et al., 2011). Estas bactérias possuem entre 0,3-0,9 pm de didmetro e séo
polimérficas. Sao células anucleadas, possuem pequenos granulos, flamentos citoplasmaticos e sao
revestidas por uma membrana celular. Ficam aderidas a superficie dos eritrocitos através de fibrilas,

formando ligeiras indentagdes a superficie dos mesmos, sem os penetrar (Messick, 2004).

2.3. Estudo genémico dos hemoplasmas

Os micoplasmas, grupo onde os hemoplasmas de inserem, sdo providos de um genoma cujo
tamanho varia entre 580 e 2000 kb. Acredita-se que os hemoplasmas, através de processos
evolutivos, mantenham apenas aqueles genes que Ihes permitem sobreviver sob um modo de vida
parasita dependente de uma célula hospedeira, o eritrocito (Messick, 2004). O mapeamento genético
do Mhf permitiu identificar um grande numero de genes responsaveis por processos de replicagéo,
divisdo celular, transcricdo e translagao, protegao contra stress oxidativo, produgdo de adesinas e
formacdo de antigénios de superficie (Santos et al., 2011). Como referido anteriormente, a
sobrevivéncia dos hemoplasmas esta dependente da capacidade de parasitar o eritrécito, aderindo a
sua superficie, do qual retiram todo o suporte nutricional composto por aminoacidos, acidos gordos,

colesterol e vitaminas (Messick, 2004).

2.4. Prevaléncia

A presenca destes hemoplasmas tem sido demonstrada a nivel global, tanto em gatos
domésticos como em felideos selvagens ao longo dos ultimos anos. As prevaléncias descritas em
estudos epidemioldgicos (Tabela 1) variam entre os 4% e os 43% de acordo com a regido e amostras

estudadas. Na maioria dos estudos apresentados, o CMhm é o agente mais prevalente.



Tabela 1 - Prevaléncia a nivel mundial de hemoplasmas

Mhf

CMhm

CMtc

CMhp

Mhf

CMhm

Mhf

CMtc

CMhm

CMtc

Mhf
CMhm

CMtc

Hemo-
plasma

spp.

Brasil
(Miceli et al., 2013)

2,1%-
31%

4%-
13,5%

0,37% -
2,7%

Reino Unido
(Peters, Helps, Willi,
Hofmann-Lehmann &
Tasker, 2008)

2,8%

11,2%

1,7%

0,7%

0,1%

0,6%

0,1%

Italia
(Gentilini et al., 2009)

5,9%

17,3%

1,3%

18,9%

Nova Zelandia
(Jenkins, Dittmer,
Marshall & Tasker,
2013)

7,5%

25%

4,5%

5,5%

0,5%

31%

Estados Unidos
(Sykes, Terry, Lindsay
& Owens, 2008)

4,8%

23,2%

6,5%

1,6%

1%

3.2%

0,6%

27%

Alemanha
(Bauer, Balzer, Thure
& Moritz, 2008)

4,5%

22,5%

0,8%

Canada

(Kamrani, Parreira,
Greenwood &
Prescott, 2008)

0,7%

3,3%

4%

Portugal
(Martinez-Diaz et al.,
2013)

1,25%

26,9%

0,6%

4,37%
(+Myc
spp)

10,3%

43,43%

Chile
(Vergara et al., 2016)

4,4%

7,8%

2%

0,5%
(+Myc
spp)

0,8%

0,5%

15,1%

Espanha
(Roura et al., 2010)

2,1%

7,9%

0,5%

1,6%

0,5%

12%

Espanha
(Diaz-Reganon et al.,
2018)

3,7%

8,1%

0,5%

1,2%

0,33%

10,6%

Africado Sul
(Lobetti & Lappin,
2012)

3,9%

21,6%

25,5%

Japao
(Tanahara et al.,
2010)

2,4%

15,8%

2,7%

1,6%

0,3%

2,8%

0,8%

26,4%

Suica
(Willi et al., 2006)

2,5%

15,7%

1,1%

0,6%

Irao
(Ghazisaeedi et al.,
2014)

8%

6%

1%

4%

1%

1%

1%

22%

CMhm - “Candidatus Mycoplasma haemominutum”; CMhp — “Candidatus Mycoplasma
hematoparvum”; CMtc — “Candidatus Mycoplasma turicensis”; Mhf — Mycoplasma haemofelis.




2.5. Fatores de risco

Para além da determinagado da prevaléncia de infegcdo por hemoplasmas, também tém sido
avaliados possiveis fatores de risco de infegcdo por hemoplasmas. Os fatores mais frequentemente
associados a infegdo por hemoplasmas (Tabela 2) sdo o género masculino, a idade adulta, um estilo

de vida outdoor ou com acesso ao exterior e as infegbes com retrovirus.

Tabela 2 — Fatores de risco de infegdo por hemoplasmas

Género Estilo
Idade Raca FIV | FeLV | Estacao do ano
M/F de vida
>10A
Jenkins et al., 2013 M nd +
(CMhm)
Duarte et al., M
Gatil +
2014 (CMtc)
Ghazisaeedi et al.,
M >8A
2014
Vergara et al., 2016 M >2A Outdoor +
Bergmann et al.,
M Outdoor + +
2017
Diaz-Reganon et al.,
2018 M Adultos Outdoor + + Meses quentes

A — anos; F — feminino; FeLV — Feline Leukemia Virus; FIV — Feline Immunodeficiency Virus; M —
masculino; nd — ndo definido.

2.6. Modos de transmisséo

Embora o modo de transmissdo natural de hemoplasmas entre animais ainda ndo esteja

totalmente compreendido, séo varias as vias sugeridas por diversos autores.

A ftransmissdo por vetores artrépodes, nomeadamente através da pulga da espécie
Ctenocephalides felis e carragas do género Ixodes sdo as mais frequentemente referidas em diversos
estudos (Taroura et al., 2005; Woods, Brewer, Hawley, Wisnewski & Lappin, 2005; Willi et al., 20073;
Baumann et al., 2013; Diaz-Reganon et al., 2018), embora alguns estudos apresentem resultados
que pdem em causa esta mesma via (Jensen, Lappin, Kamkar & Reagan, 2001; Willi et al., 2007b),

indicando outras vias de transmissao natural.

A transmissdo horizontal entre animais dar-se-a mais provavelmente por interagdes
agressivas, em que existe o risco acrescido de exposi¢cdo a sangue contaminado e ndo por grooming
(Willi et al, 2007a; Museux et al., 2009; Sykes, 2010; Baumann, Novacco, Riond, Boretti & Hofmann-
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Lehmann, 2013; Fard, Vahedi & Mohammadkhan, 2014).

A transmissdo através de transfusdo sanguinea estd documentada (Berent, Messick &
Cooper, 1998; Gary, Richmond, Tasker, Hackett & Lappin, 2006), pelo que sera recomendado fazer

um rastreio a gatos dadores de sangue (Wardrop et al., 2016).

A transmisséo vertical durante a gravidez, parto ou lactagdo é uma possibilidade sustentada
por alguns autores (Bergmann et al., 2017), embora nunca tenha sido documentada
experimentalmente. No entanto, outros autores rejeitam esta via de transmissédo (Tanahara et al.,
2010).

Foi ainda teorizada a possibilidade de transmissao interespécies, entre animais selvagens e
domeésticos, assim como entre animais domésticos e humanos (Neimark et al, 2001), tendo ja sido
descrita a infegdo por hemoplasma semelhante a Mhf num homem adulto imunodeprimido apds
infecdo por Virus da Imunodeficiéncia Humana, que convivia com dois gatos infetados por Mhf
(Santos et al., 2008).

2.7. Patogenia e Sinais Clinicos

A infecdo manifesta-se de diversas formas, sendo que os sinais clinicos dependerdo da
espécie de hemoplasma envolvida, da fase da infegcdo, da existéncia de doenga concomitante e de
outros fatores como o stresse. O espetro de apresentagdo dos animais infetados por hemoplasmas
podera variar desde uma infegdo subclinica a uma anemia severa e potencialmente fatal (Willi et al.,
2007b).

A adesédo do agente ao eritrécito desencadeia um conjunto de eventos que irdo originar o seu
desaparecimento prematuro, nomeadamente o aumento de fragilidade osmotica do eritrécito e a

formacao de anticorpos antieritrocitarios (Maede & Hata, 1975; Zulty & Kociba, 1990).
2.7.1. Mycoplasma haemofelis (Mhf)

O Mhf origina um quadro clinico mais severo em gatos jovens, provavelmente por
apresentarem um sistema imunitario ainda imaturo (Sykes et al., 2008). Regista-se maior incidéncia
de infecdo por Mhf em gatos machos mais velhos, o que podera resultar de uma maior exposi¢ao a
outros gatos e a comportamentos agressivos que potenciam uma maior possibilidade de contacto
com o agente (Messick & Harvey, 2011). Existem, no entanto, outros estudos que contrariam estas
evidéncias, relatando maior incidéncia deste agente nas popula¢des de gatos com idade inferior a 3
anos (Sykes et al., 2008; Jenkins et al., 2013).

O Mhf é considerado o micoplasma hemotropico felino mais patogénico (Foley, Harrus,

Poland, Chomel & Pedersen, 1998), podendo originar uma anemia aguda e grave. Em torno dos 15
8



dias p6s infegédo (PI) registam-se, simultaneamente, os valores mais elevados de carga bacteriana e
os valores mais baixos de hematdécrito (Ht) (Tasker et al., 2009). Os sinais clinicos comuns em gatos
com infecdo aguda s&o a anemia e as suas manifestagdes clinicas, nomeadamente taquipneia,
prostragdo, fraqueza, anorexia, mucosas palidas e desidratagdo. O exame clinico do animal podera
ainda revelar uma esplenomegalia, associada provavelmente a hemdlise extravascular e
hematopoiese extramedular, e ictericia se ocorrer uma destruicdo massiva de eritrocitos (Tasker,
2010).

A infecdo por Mhf também podera originar quadros menos graves em que a anemia € ligeira.
A infecdo subclinica também esta descrita. Este estado é reconhecido principalmente nos animais
que recuperam de uma infe¢do aguda, podendo permanecer portadores assintomaticos mesmo
perante um aumento da carga bacteriana (Willi et al., 2006). Estudos demonstraram que existe uma
imunidade protetora quando ocorre uma reinfegado com Mhf (Hicks et al., 2015), enquanto que uma
infecdo por Mhf num animal previamente recuperado de uma infecdo com CMic se manifesta de
forma mais aguda e grave que num animal que nunca tenha contatado com aquele agente

(Baumman et al., 2015).

Regista-se flutuacdo nos valores de bacteriémia ao longo do tempo, principalmente durante
os primeiros 20 dias PI (Tasker et al., 2009). Tal flutuagdo podera dever-se a variagdes na expressao
antigénica pelo agente, o que origina uma variagdo no reconhecimento antigénico por parte do

sistema imunitario do animal infetado (Santos et al., 2011).
2.7.2 “Candidatus Mycoplasma haemominutum”

Uma infegdo por CMhm resulta, geralmente, em sinais clinicos leves ou num estado
subclinico (Foley et al., 1998). A diminuicdo do Ht da-se progressivamente até ao dia 20 Pl (Tasker et
al., 2009), e a infecdo capaz de produzir doenga ocorre geralmente em gatos doentes e ndo em
animais saudaveis, o que torna pouco claro se o quadro clinico apresentado é devido a infecdo por
CMhm ou a doenga associada. A coinfegdo com virus da leucemia felina (FelLV) ou virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) pode originar uma diminuigdo mais acentuada da concentragdo de
hemoglobina (George, Rideout, Griffey & Pedersen, 2002), assim como a imunossupressao
secundaria a quimioterapia. No entanto, alguns estudos identificaram animais com anemia que
apresentavam apenas este agente como possivel causador de doenga (Reynolds & Lappin, 2007;
Hornok et al., 2008). De acordo com estudos experimentais, o pico de bacteriémia ocorre aos 30 dias,
verificando-se alguma flutuagdo nos valores de carga bacteriana em torno da quarta semana PI
(Tasker et al., 2009).

2.7.3. “Candidatus Mycoplasma turicensis”

O CMtc é tido como um agente indutor de infe¢gdo subclinica ou com apresentagao clinica

ligeira, caracterizada por palidez e letargia (Willi et al., 2005), sendo que os valores de Ht diminuem
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de forma progressiva até ao vigésimo dia PI (Tasker et al., 2009). No entanto, o potencial patogénico
deste agente esta dependente de fatores como a coinfegdo por outros hemoplasmas ou a
imunossupresséo apos administragdo de glucocorticéides (Willi et al., 2005). Estudos experimentais

reportaram a eliminagdo espontanea do agente (Willi et al., 2005; Tasker et al., 2009).
2.7.4. O estado de portador

Os animais podem tornar-se portadores cronicos assintomaticos de hemoplasmas, mesmo
apos tratamento com antibiético eficaz a debelar o carater clinico da infe¢do. Tal podera originar a
reativacdo da doenga e reaparecimento da sintomatologia associada (Weingart, Tasker & Kohn,
2016). Diversos estudos identificaram casos de animais assintomaticos infetados por todas as
espécies de hemoplasmas felinos, determinados por reagao em cadeia da polimerase (PCR) (Willi et
al., 2006; Sykes, Drazenovich, Ball & Leutenegger, 2007; Bauer et al., 2008).

2.8. Alteragoes Laboratoriais
2.8.1 Hematologia

As alteragbes laboratoriais decorrentes da infegdo por hemoplasmas estdo descritas por
varios autores, sendo as alteragbes hematolégicas as mais comuns. Em animais infetados por
hemoplasmas, verifica-se uma diminuigéo significativa do Ht em comparagcédo com animais saudaveis.
No entanto, tal como referido anteriormente, é na infegao por Mhf que tais alteragdes se tornam mais
marcadas, podendo o Ht atingir um valor inferior a 15%, onde se assiste a diminuig¢ao significativa da
concentracdo de hemoglobina, do nimero de eritrécitos, e a um aumento do volume corpuscular
médio (Tasker et al., 2009; Ghazisaeedi et al, 2014; Santos et al., 2014; Diaz-Reganon et al., 2018).
As infegbes por CMhm ou CMic resultam, geralmente, em alteragbes menos marcadas ou nao
significativas nos eritrécitos. A infecdo por hemoplasmas n&o origina geralmente alteragdo dos

leucdcitos (Baumann et al., 2013).
2.8.2. Bioquimica Sanguinea

Alguns estudos demonstram um aumento das enzimas hepaticas, hiperbilirrubinemia,
hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e diminui¢gdo do colesterol total (Tasker, 2010;
Baumann et al., 2013; Sugiarto et al., 2016).

2.8.3. Analise de urina

Ainda que menos comum, a hemoglobinuria podera estar presente, associada a um processo

de hemodlise intravascular (Willi et al., 2005).
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2.8.4. Teste de Coombs

Animais infetados por Mhf apresentam resultados positivos no teste de Coombs ao fim de
uma semana para aglutininas frias e ao fim de trés semanas para aglutininas quentes. De notar que a
positividade no teste de Coombs da-se posteriormente ao inicio da diminuigdo do hematdcrito (Tasker
et al., 2009).

2.8.5. Esfregaco sanguineo

Na analise de esfregaco sanguineo, dependendo da fase da infeg&do, poderao ser observados
sinais de anemia imunomediada, incluindo aglutinagdo de eritrcitos e esferdcitos, e sinais de uma
resposta regenerativa da série eritrocitaria, nomeadamente aumento da contagem de reticulécitos,
anisocitose e policromasia (Foley et al., 1998; Hammer & Wellman, 1999; Willi et al., 2007b; Baumann
etal., 2013).

2.9. Diagnéstico

O diagnéstico de Hemoplasmose é realizado considerando a sintomatologia apresentada pelo
animal e os exames complementares, como a identificacdo do agente através da analise de

esfregaco sanguineo ou por detegdo molecular, nomeadamente a PCR (Strait & Madsen, 2013).

Através da observacéo do esfregago sanguineo, com coloragdo de Romanowsky, é possivel
observar pequenas estruturas cocéides isoladas ou em pares na superficie dos eritrocitos (Tasker &
Lappin, 2002). No entanto, quando comparado com o método de PCR, a analise citolégica do
esfregaco sanguineo apresenta uma sensibilidade baixa e nao permite a diferenciacao das diferentes
espécies de hemoplasmas (Westfall, Jensen, Reagan, Radecki & Lappin, 2001; Ghazisaeedi et al.,
2014). A detecao do agente por PCR permite, assim, maior especificidade e sensibilidade, permitindo
demonstrar a presencga do agente, mesmo em animais assintomaticos (Foley et al., 1998). Todos os
testes de PCR s&o baseados na amplificagdo de genes da subunidade 16S do RNA ribossémico do
hemoplasma, e podem ser realizados em sangue total ou em tecidos (Berent et al., 1998; Foley et al.,
1998; Santos et al., 2009). A técnica de PCR em tempo real traz vantagens sobre a técnica de PCR
convencional no que respeita ao aumento de especificidade e a possibilidade de quantificagdo de
DNA do hemoplasma na amostra, o que permite aferir tanto a significAncia de um resultado PCR
positivo assim como monitorizar a resposta ao tratamento (Tasker, Helps, Day, Gruffydd-Jones &
Harbour, 2003).
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2.10. Tratamento

Varias opgdes de tratamento tém sido estudadas, sendo que umas sdo mais consensuais que
outras. A auséncia de parede celular bacteriana nos hemoplasmas inviabiliza a utilizagdo de
antibidticos da classe das Penicilinas. Por outro lado, o recurso a antibidticos como a Doxiciclina,
Enrofloxacina, Marbofloxacina e a Pradofloxacina diminuem a carga bacteriana, estando
documentadas diferengas na resposta ao tratamento antibidtico nas diferentes espécies (Dowers,
Olver, Radecki & Lappin, 2002; Tasker et al., 2004; Tasker et al., 2006; Reynolds & Lappin, 2007;
Dowers, Tasker, Radecki & Lappin, 2009).

A antibioterapia com Doxiciclina é a opg¢do mais consensual para tratamento da
Hemoplasmose. Embora esteja demonstrado que na maior parte das vezes este farmaco néo elimina
o0 Mhf (Baumann et al., 2013), diminui a carga bacteriana e permite um aumento do Ht durante e apds
o tratamento. A Doxiciclina também se mostrou eficaz no tratamento da infecdo por CMtc, com
estudos a evidenciar resultados de PCR negativos ao fim de duas semanas de tratamento, € um ano
apos o fim do ciclo de antibioterapia (Museux et al., 2009). Em relagéo a infecdo por CMhm, existem
resultados contraditérios, estando documentada ineficacia relativamente a este agente infecioso
(Reynolds & Lappin, 2007).

Mais recentemente foi estabelecido um protocolo terapéutico que permitiu a eliminagdo de
Mhf com sucesso, através da administragdo de um ciclo de Doxiciclina (10 mg/kg sid ou 5mg/kg bid
durante 28 dias), seguido de um ciclo de Marbofloxacina (2mg/kg sid durante 14 dias) (Novacco et al.,
2018).

As desvantagens documentadas acerca da utilizagdo de Doxiciclina prendem-se com o
desenvolvimento de esofagite e estrituras esofagicas com a administragdo oral do farmaco que sera
tanto maior quanto maior for a acidez da formulagéo utilizada (German et al., 2005). Assim sendo,
estd recomendada a utilizagdo de formulagdes menos acidas como a Doxiciclina monohidratada ou

entdo o recurso a formulagdes em pasta.

A Enrofloxacina, utilizada na dose de 5mg/kg/dia durante duas semanas, demonstrou
capacidade em diminuir a carga bacteriana e na melhoria dos sinais clinicos nas infe¢des por Mhf
(Dowers et al.,, 2002). O risco do recurso a este farmaco tem a ver com a possibilidade de
desenvolvimento de degenerescéncia da retina e cegueira se utilizado numa dosagem superior a
5mg/kg/dia em gatos (Gelatt et al., 2001).

Como ja referido, a técnica de PCR em tempo real permite a monitorizagdo da eficacia da
antibioterapia. Esta demostrada a reemergéncia do agente apoés o fim da antibioterapia e, assim, fara
sentido a utilizagdo desta técnica antes do inicio do tratamento. Um resultado PCR negativo apds
tratamento ndo descarta a possibilidade de se vir a desenvolver uma infegdo croénica com resultados

PCR positivos em determina¢des posteriores (Weingart, Tasker & Kohn, 2016). Assim sendo, o
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significado de um resultado PCR positivo devera sempre ser avaliado conjuntamente com os dados

clinicos e laboratoriais.

A utilizagdo de glucocorticéides no tratamento da infecdo por hemoplasmas em gatos é
controversa, nao havendo, até ao momento, estudos controlados cegos para avaliar os seus efeitos.
A resolugdo do quadro clinico associado a uma infegdo por hemoplasmas sem o recurso a estes
farmacos estd descrito (Tasker et al., 2009). Contrariamente, o uso de glucocorticdides esta
associado a reemergéncia do agente bacteriano, e foi demonstrado que a imunodepressdo com
acetato de metilprednisolona prévia a infegdo por CMtc resultou no desenvolvimento de uma anemia
mais grave (Willi et al., 2005). Para além disso, infegbes provocadas por herpervirus ou calicivirus
podem ser exacerbadas como consequéncia do tratamento com recurso a estes farmacos. Assim
sendo, a utilizagdo de glucocorticoides devera ser restrita ao periodo em que o diagndstico de
hemoplasmose ainda ndo é definivo e em que o diagndstico de uma anemia hemolitica

imunomediada é fortemente suspeito (Willi et al., 2007b).

Ao longo do curso da doenga, e de acordo com sinais como anorexia e desidratagédo, podera
ser necessario estabelecer um plano de fluidoterapia (Tasker et al., 2009). No caso de anemias
severas, podera ser também necessario realizar transfusdo de sangue, tendo o cuidado de que
devera ser sempre feito despiste por PCR para Mhf (sendo opcional o despiste para CMhm e CMftc)
no animal dador devido a possibilidade de ser portador assintomatico (Wardrop et al., 2016).

3. Trabalho experimental
3.1. Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Conselho Cientifico da Escola Universitaria Vasco da
Gama, Coimbra, Portugal. Todos os proprietarios deram o consentimento informado para a incluséo

dos seus animais no presente estudo.

Foram analisadas amostras de sangue total de gatos domésticos (n = 67) colhidas na Clinica
Veterinaria “Casa dos Animais”, em Luanda, Angola, entre Maio de 2014 e Fevereiro de 2016. Na
data da colheita, através de questionario, foram obtidos os seguintes dados dos animais: idade,
género, estado reprodutivo, raga, estado clinico (saudavel ou doente, baseado no exame clinico),
estilo de vida (indoor, outdoor ou misto), convivéncia com outros animais, presenca ou histéria de
infestacdo por parasitas externos e estado de infegédo por retrovirus (FIV e/ou FeLV) (Apéndice 1). A

caracterizagao dos animais incluidos no estudo é apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracterizagéo da populagao de gatos incluidos no estudo

n %

Género

Macho 28 41,2%

Fémea 39 58,2%
Idade

<2 anos 51 76,1%

2 a8 anos 12 17,9%

> 8 anos 3 4,5%
Estilo de vida

Indoor 22 32,8%

Indoor e outdoor 27 40,1%

Outdoor 18 26,7%
Ectoparasitas

Pulgas 4 6,0%

Carracas 0 0,0%
Retrovirus

FIV 0 0,0%

FeLV 0 0,0%

FIV — Feline Immunodeficiency Virus; FeLV — Feline Leukemia Virus

As amostras de sangue foram obtidas através de venopungdo jugular ou cefélica, e
armazenadas em tubos com EDTA e em tubos sem anticoagulante, para posterior separagéao do soro.
As amostras de sangue total e de soro foram armazenadas a -20°C até se proceder a extragdo de
DNA.

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue total através da utilizagéo de
kit comercial (Citogene Kit de Purificagdo de DNA Genomico®, Citomed, Lisboa, Portugal), de acordo

com instrugdes do fabricante.

A amplificacdo de ADN por PCR convencional foi realizada no termociclador T-100 da Bio-
Rad® utilizando o protocolo que permite a amplificagdo de uma sequéncia parcial do gene 16s rRNA
dos micoplasmas hemotrépicos felinos (Jensen et al., 2001), a partir da utilizacdo dos primers F-
ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA e R-ACGCCCAATAAATCCGRATAAT, da amostra de ADN e de

kit comercial (Kit GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase), de acordo com instrugao do fabricante.

Os amplimeros foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% durante 15

minutos a 100V. O produto final foi observado no BioDocAnalyse da Biometra®.
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A Sequenciagdo Genética foi realizada no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular
(IPATIMUP) da Universidade do Porto, utilizando como indicadores de sequenciacdo as mesmas
sequéncias iniciadoras utilizadas na amplificagdo de ADN. A andlise das sequéncias nucleotidicas
obtidas foi elaborada através da comparacéo pela ferramenta on-line BLAST (do Inglés Basic Local
Alignment Search Tool), com sequéncias depositadas no GenBank (disponivel em:
http://www.ncbi.nim.nih.gov). Um nivel de homologia igual ou superior a 99% foi aceite como

indicativo de elevado grau de confianga.

Devido ao reduzido nimero de animais infetados detetados na presente amostra, ndo foi
realizada analise estatistica para detecdo de fatores de risco de infegdo por micoplasmas

hemotrépicos, tendo sido realizada uma descrigao das caracteristicas dos animais infetados.

3.2. Resultados

Das 67 amostras testadas, foi detetada a infecdo por Mycoplasma spp. em quatro amostras
(# 53, # 55, # 79 e # 80), revelando numa prevaléncia de infe¢cdo de 6.0%. A Sequenciacdo Genética
dos produtos amplificados permitiu concluir que estes quatro animais se encontravam infetados com

“Candidatus Mycoplasma haemominutum”.

A amostra “53” corresponde a um gato macho, de 12 meses de idade, ndo castrado, de raga
indefinida. Apresentou-se como saudavel a consulta médico-veterinaria. N&o tinha historial de
infestacédo por ectoparasitas. Considerado como gato de interior com acesso ao exterior, contactava

regularmente com outros gatos.

A amostra “55” corresponde a uma gata fémea, de 8 meses de idade, ndo castrada, de raga
indefinida. Apresentou-se como saudavel a consulta médico-veterinaria. Nao tinha historial de
infestacdo por ectoparasitas. Considerado como gato de interior com acesso ao exterior, ndo

contactava regularmente com outros animais.

A amostra “79” corresponde a um gato macho, de 78 meses de idade, castrado, de raca
indefinida. Apresentou-se a consulta médico-veterinaria por perda de peso. Nao tinha historial de
infestacédo por ectoparasitas. Considerado como gato de interior com acesso ao exterior, contactava

regularmente com outros gatos, caes e roedores.

A amostra “80” corresponde a uma gata fémea, de 96 meses de idade, castrada, de raga
indefinida. Apresentou-se a consulta médico-veterinaria por perda de peso. N&o tinha historial de

infestacdo por ectoparasitas. Considerado como gato de exterior e com contacto com outros animais.

O reduzido numero de animais infetados ndo permitiu estabelecer nenhuma associagao

estatisticamente significativa entre a infegdo por Mycoplasma spp. e os diferentes fatores analisados
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— género, idade, raga, estilo de vida, historial de infestagdo por ectoparasitas, infe¢do por FIV ou
FelLV.

4. Discussio

Que tenhamos conhecimento, este € o primeiro estudo epidemiolégico que descreve a
infecdo por Mycoplasma spp. em gatos de Angola. No presente estudo foram identificados, através
da técnica de PCR convencional e posterior Sequenciacdo Genética, quatro animais infetados com
“Candidatus Mycoplasma haemominutum” de uma amostra de 67 animais, o que resulta numa
prevaléncia de Mycoplasma spp. de 6.0%. Os valores encontrados no presente estudo sao
semelhantes aos encontrados noutros estudos (Kamrani et al., 2008; Bortoli et al., 2012). No entanto,
os resultados obtidos aparentam ser relativamente baixos quando confrontados com diversos estudos
de prevaléncia ja realizados a nivel global, em que estdo descritas prevaléncias tdo elevadas como
43,4% em Portugal (Martinez-Diaz et al., 2013). Que tenhamos conhecimento, apenas um outro
estudo avaliou a prevaléncia de infegao felina por hemoplasmas no continente africano, no qual foi

descrita uma prevaléncia de infegdo de 25,5% em gatos da Africa do Sul (Lobeti & Lappin, 2012).

No entanto, devera ser notado o facto de que ndo existe uma padronizagdo nas diversas
amostras estudadas o que torna a comparagado entre resultados dificil, sendo que na maioria dos
estudos as prevaléncias apontadas reportam-se a amostras onde estéo incluidos animais domésticos
e errantes (Martinez-Diaz et al., 2013), ou apenas animais doentes (Bauer et al., 2008; Lobetti &
Lappin, 2012; Jenkins et al., 2013). De notar que no presente estudo foram incluidos apenas gatos
domésticos. Dos 67 gatos incluidos no estudo, 61 animais foram considerados saudaveis no
momento de apresentagdo a consulta Medico Veterinaria. Ja dos seis animais considerados como
doentes, dois estavam infetados com Mycoplasma spp. Devido ao reduzido nimero de animais
infetados, n&o foi possivel fazer um estudo no sentido de identificar fatores de risco associados a
infecdo por hemoplasmas em gatos de Luanda, Angola.

Estudos futuros, incluindo gatos errantes, deveréo ser realizados no sentido de determinar a
prevaléncia de infecdo em gatos com este estilo de vida. A prevaléncia de infegdo sera,
provavelmente, superior em animais de rua do que em animais estritamente indoor, ou indoor com
acesso ao exterior, uma vez que estes animais estdo mais expostos a fatores de risco ja identificados
noutros estudos, nomeadamente interagdes agressivas e infestagbes por ectoparasitas. Tais
diferencas de prevaléncia foram ja demostradas noutros estudos, em que a prevaléncia de infegdo
aumentou de 4.0% em animais domésticos para 60.0% numa amostra com apenas animais errantes
(Kamrani et al., 2008).
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5. Concluséo

A prevaléncia de Mycoplasma spp. detetada na populagdo em estudo foi de 6.0%. Embora o
resultado se afigure como sendo relativamente baixo, quando comparado com estudos de
prevaléncia ja realizados noutras areas geograficas, a interpretacdo deve ser cuidada na medida em
que a amostra estudada apresenta caracteristicas que, a partida, lhe conferem menor risco de
exposicdo aos agentes em estudo. Ainda assim, o presente estudo descreve, pela primeira vez a
infecdo por micoplasmas hemotropicos em animais de Angola. O numero reduzido de animais

infetados néo tornou possivel a investigagao de fatores de risco associados a infegéo.
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Apéndice 1 — Questionario



DATA: / / AMOSTRA N° C /20 (CA0)

AMOSTRA N° G/20 (GATO)
DADOS RELATIVOS AO ANIMAL
. Nome: 2.Sexo: M [JF [J 3. Castrado: Nio [] Sim []
. Espécie: Canideo [] Felideo [] 5. Raga:

. Pelagem Curta [] Meédia [] Comprida [] Cor

1
4
6. Data de nascimento: / /
7
8

. O animal encontra-se doente? Nio [] Sim [] Com:

8.1. Se Doente: Anorexia / Hiporexia [] Perda de peso [] Vomito / Diarreia [| Ictericia []
Bilirrubindria [] Hemoglobintria [] Febre [] Desidratagdo [] Anemia [] Trombocitopenia
[ Leucocitose [] Leucopenia [] Alteragdes cutdneas [| Sinais oculares [] Unhas grandes []
Linfadenopatia local/generalizada [] Tosse [] Dificuldades respiratorias [] Sinais
neurologicos []

Outro:

9. Suspeita de doenca transmitida por vetores: Nio [] Sim []
10. Historia de infecdo por: Pulgas [] Carragas [] Mosquitos []
11. Tem acesso a roedores (ratos, ratazanas, etc), aves? Nao [] Sim []
12. Tem acesso a roedores a aves? Nio [] Sim []
13. Tipo de habitacio:
Apartamento [] Quinta [] Vivenda com/sem jardim [] Canil/gatil []
Outro 11. Meio urbano [] Meio rural []
14. Habitos de vida:

Vive exclusivamente no exterior [] Vive exclusivamente dentro de casa []

Vive dentro de casa mas tem acesso ao exterior [] Animal de rua (vadio) []
15. Alimentacio (apods a captura):

Caseira [] Ragao seca [] Lata []

Carnes ou visceras cruas e/ou mal cozinhadas [] De que animal?

16. Deslocacoes do animal:
Nenhuma [] Area de residéncia []

Varias regides dentro do pais [] Especificar:

Estrangeiro [] Especificar:

17. Vacinado? Nao [] Sim [] Data da ultima vacina: / /

Nome comercial e laboratoério: /




18. Desparasitado:

Internamente: Nao [] Sim [] Data: / /

Nome comercial e principio activo:

Externamente: Ndo [ Sim [ Data: / /

Nome comercial e principio activo:

19. Prevencdo para dirofilariose: Nao [ Sim [

Farmaco e esquema terapéutico:

20. Contacta com outros animais? Nao [] Sim [] Quais?

21. Tem/teve alguma das seguintes doencas:
Ciao: Esgana [] Parvovirose [] Babesiose (febre da carraga) [] Leishmaniose []
Erliquiose [] Nao sabe []

Se positivo indique teste (s) realizado (s):

Gato: Fiv [ Felv [ Pif O N3do sabe [

Se positivo indique teste (s) realizado (s):




