DOI: https://doi.org/10.17921/1415-6938.2023v27n4p454-458

Pesquisa de Hemoparasitos em Felinos Domésticos, Provenientes de Organizacoes Nao
Governamentais, no Estado do Espirito Santo, Brasil

Research of Hemoparasites in Domestic Cats, from Non-Governmental Organizations, in the
State of Espirito Santo

Tessy Yoshana Okuma de Oliveira**; Emy Hiura?; Gabriel Augusto Marques Rossi®; Filippe Elias de Freitas Soares®;
Fabio Ribeiro Braga®; Pedro Henrique Dutra dos Santos®

“Universidade Vila Velha, Programa de P6s-Graduagao Stricto Sensu em Ciéncia Animal. ES, Brasil.
*Universidade Federal de Goias, Programa de Pos-Graduagao Stricto Sensu em Biologia da Relagdo Parasito-Hospedeiro. GO, Brasil.
‘Universidade Vila Velha, Programa de Pds-Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias Farmacéuticas. ES, Brasil.
*E-mail: okuma.tessy@gmail.com

Resumo

Os hemoparasitos sdo importantes agentes de doengas em felinos domésticos. Contudo, ndo existem relatos da ocorréncia de Babesia spp.
em felinos no Estado do Espirito Santo, Brasil. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar o levantamento da ocorréncia dos
principais hemoparasitos que ocorrem nas cidades de Serra, Vitoria e Vila Velha que compdem a regido metropolitana da capital Vitoria-
ES. O presente trabalho foi realizado com prévio consentimento em trés organiza¢des ndo governamentais (ONG’s) de protecdo a animais
que possuiam felinos domésticos. Nestes locais, 40 amostras de sangue de felinos foram coletadas e posteriormente seguiram para analise
através das metodologias de esfregago sanguineo, capa leucocitaria, coloragao utilizando Kit de coloragao rapida, analise hematologica e
pesquisa de hemoparasitos. Foi observado que dos 40 felinos, 16 apresentaram estruturas sugestivas de Mycoplasma spp. (81,25%), Anaplasma
spp. (12,5%) e Babesia spp. (6,25%). A amostra positiva para Babesia spp., foi analisada por PCR quantitativo em Tempo Real (¢PCR) e
considerada negativa por essa metodologia. Os resultados encontrados no presente trabalho, comprovam a ocorréncia de Mycoplasma spp.,
e Anaplasma spp., importantes hemoparasitos presentes em felinos na regido metropolitana de Vitoria-ES. Além disso, apesar do resultado
negativo no gPCR para Babesia spp., ndo se pode descartar a sua ocorréncia no ES, contudo, o maior nimero de animais avaliados em futuras
pesquisas pode vir a comprovar a presenga deste hemoparasito.

Palavras-chave: Anaplasma spp. Artropodes. Babesia spp. Mycoplasma spp. Piroplasma.

Abstract

Hemoparasites are important disease agents in domestic cats. However, there are no reports on the occurrence of Babesia spp. in cats in the
state of Espirito Santo, Brazil. Thus, the objective of the present work was to survey the occurrence of the main hemoparasites that occur in the
cities of Serra, Vitoria and Vila Velha, which compose the metropolitan region of the capital city of Vitoria-ES. The present work was carried
out with prior consent in three non-governmental organizations (NGOs) of protection animals that had domestic felines. At these places, 40
feline blood samples were collected and later sent for analysis through the methodologies of blood smear, buffy coat, staining using a rapid
staining kit, hematological analysis and research of hemoparasites. It was observed that of the 40 cats, 16 presented structures suggestive of
Mycoplasma spp. (81.25%), Anaplasma spp. (12.5%) and Babesia spp. (6.25%). The sample positive for Babesia spp. was analyzed by Real
Time Quantitative PCR (qPCR) and considered negative by this methodology. The results found in the present study confirm the occurrence of
Mycoplasma spp. and Anaplasma spp., important hemoparasites present in cats in the metropolitan region of Vitoria-ES. In addition, despite
the negative qPCR result for Babesia spp., its occurrence in ES cannot be ruled out; however, a larger number of animals evaluated in future
studies may prove the presence of this hemoparasite.

Keywords: Anaplasma spp. Arthropods. Babesia spp. Mycoplasma spp. Pyroplasma.

1 Introducio sinais clinicos, demonstram letargia, depressdo, anorexia, em
alguns casos anemia hemolitica e febre (BIRKENHEUER,
2015).-

Para o diagnostico das hemoparasitoses de forma

Os hemoparasitos sdo importantes agentes de doencas
em felinos domésticos, causando enfermidades como a
Babesiose, Cytauxzoonose, Micoplasmose e Anaplasmose.

Essas doengas possuem vetores em comum, COmo o carrapato
(Riphicefalus sanguineus) e a pulga (Ctenocephalides felis), o
que favorecem a sua disseminagdo. Como agentes etiologicos
temos os protozoarios para as duas primeiras doengas e
bactérias Gram-negativas, respectivamente (TAYLOR et al.,
2017). As hemoparasitoses por cursarem de forma variavel,
possuem sinais clinicos geralmente inespecificos e podem
se apresentar de quadros subclinicos a agudos, inclusive
podendo levar os felinos ao obito. Os animais que possuem
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geral ¢ necessaria a associagdo do historico, dos sinais
clinicos apresentados pelo animal, os exames laboratoriais
(hemograma completo, bioquimica sérica), os exames
complementares que consistem na pesquisa de hemoparasitos
em lamina de esfregago sanguineo, sorologia e reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) (BIRKENHEUER, 2015;
PETRA et al., 2018). De acordo com Pereira (2018) e
Meéndez et al. (2022) as extensdes sanguineas sdo grandes
aliadas na distin¢@o e diagnostico de hemoparasitas, porém ha
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limitagdes. Lempereur ef al. (2017) relatam que ha variaveis
que influenciam no diagnéstico como o esfregaco (qualidade,
coloragdo), a analise (experiéncia do patologista clinico) e
equipamentos como o microscopio. Contudo, quando nao
¢é possivel realizar a distingdo das estruturas, o padrdo ouro
serd o diagnostico molecular (PENZHORN; OOSTHUIZEN,
2020; SOLANO-GALLEGO; BANETH, 2011).

Dentre as doengas citadas, a babesiose em felinos ¢é a
que necessita de maiores esclarecimentos, devido a escassez
de relatos (SILVA-SANTOS et al., 2014, PENZHORN;
OOSTHUIZEN, 2020).

No Brasil, essa doenca ja foi relatada em Sao Paulo por
Carneiro (2007), Rio de Janeiro (PALMER et al., 2022),
Rondénia (ANDRE et al., 2022), Sergipe (SILVA-SANTOS
et al, 2014) e em Minas Gerais (ANDRE et al., 2022;
PEREIRA, 2018) acometendo felinos domiciliados, onde
detectaram piroplasmideos em esfregaco sanguineo. Carneiro
(2007) confirmou a infec¢do por Babesia canis vogeli em uma
gata em Sao Paulo, André et al. (2015) em oito felinos no Mato
Grosso do Sul e Palmer ez al. (2022) em seis felinos no Rio de
Janeiro. Por outro lado, ndo existem relatos da ocorréncia de
Babesia spp., em felinos no Estado do Espirito Santo e devido
as fronteiras territoriais com os demais estados da regido
sudeste, os resultados podem ser de grande importancia para o
conhecimento da epidemiologia e controle de hemoparasitos
em felinos domésticos.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi
realizar o levantamento da ocorréncia de hemoparasitos em
felinos domésticos, provenientes de Organizagdes Nao-
Governamentais (ONG’s), no Estado do Espirito Santo -
Brasil.

2 Material e Métodos

Esse estudo obteve a aprovagio pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA/UVYV),
sob o protocolo de numero 604-2021.

As amostras de sangue foram obtidas com prévio
consentimento de 3 organizagdes ndo governamentais
(ONG's) de protecao a animais que possuiam felinos, sendo
cada ONG pertencente a um dos municipios de Serra, Vitoria
e Vila Velha, todos localizados na regido da Grande Vitoria,
Espirito Santo, Brasil.

As informagoes coletadas dos felinos foram sexo e raga,
e em seguida obteve-se amostras sanguineas de duas formas:
por venopun¢do (cefalica ou jugular) com agulha 25mm x
0,07mm e/ou scalp 25G, sendo obtido o minimo de 0,5uL
de sangue que foi armazenado em tubo com 4cido etileno
diamino tetra-acético (EDTA); e por puncdo em capilares
periféricos na margem da pina (orelha) através de perfuragao
com agulha 25mm x 0,07mm estéril, com confecgdo imediata
de uma lamina de esfregago sanguineo sem EDTA.

As amostras de sangue foram armazenadas e refrigeradas
em caixa térmica com gelo artificial (aproximadamente 4
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°C) direcionados para o Laboratério Clinico do Hospital
Veterinario da Universidade Vila Velha (HV-UVV). Nas
amostras acondicionadas em tubo de EDTA foram realizados
hemograma completo, além de confecg@o de outro esfregago
sanguineo pela técnica do deslizamento citado por Weiser
(2015), e confec¢do do micro hematdcrito com o objetivo
de obter-se a capa leucocitdria pela técnica de esmagamento
(squash).

As laminas (ponta de orelha, capa leuco-plaquetaria e
esfregago sanguineo com EDTA) foram coradas com Kit de
coloragao diferencial rapida em hematologia Instant Prov®
(Newprov®) seguindo instru¢des do fabricante e em seguida
realizada a pesquisa direta dos hemoparasitos (Babesia
spp., Cytauxzoon spp., Mycoplasma spp., Anaplasma spp. e
Ehrlichia spp.) por microscopia optica (Nikon eclipse E100)
com objetiva de imersdo (100x) onde foram analisados 100
campos aleatdrios. As amostras positivas para Babesia spp.
foram enviadas para andlise molecular qualitativo de um
laboratorio particular que realizou a extragdo do DNA das
amostras sanguineas utilizando Kit comercial Bioclin® Bio
Gene Extracdo de gDNA (Bioclin, Belo Horizonte, MG,
Brasil), seguindo instrugdes do fabricante (BIOCLIN, 2020),
posteriormente realizaram PCR em tempo real qualitativo
com Sonda TagMan, buscando a regido do gene 18S rRNA
(Qurollo et al., 2017).

Os resultados encontrados foram organizados em tabela do
programa Microsoft Office Excel 2010, em que foi realizada a
estatistica descritiva.

3 Resultados e Discussao

Foram obtidas 40 amostras sanguineas sendo 70% de Vila
Velha (28), 17,5% Vitoria (7) e 12,5% Serra (5) (Quadro 1).
Tais regides foram escolhidas por serem cidades proximas
ao laboratorio clinico veterinario do HV-UVV facilitando o
processamento das amostras. Todos os felinos eram sem raga
definida (SRD), quanto ao sexo 16 eram fémeas e 24 machos.
Quadro 1 - Numero e porcentagem dos felinos (felis catus)

estudados, referente ao sexo e aos municipios de Serra, Vitoria e
Vila Velha, Espirito Santo — Brasil

Variaveis N (total 40) %
Sexo
Fémea 16 40.0%
Macho 24 60.0%
Municipios
Serra 5 12.5%
Vitoria 7 17.5%
Vila velha 28 70.0%

Fonte: dados da pesquisa.

No hemograma a média e desvio padrao encontrados nos
6 felinos que possuiam hematocrito baixo (anemia) foram de
14,32 + 5,14 (Quadro 2). Essa anemia variou de normocitica
normocrdmica (2/6) a macrocitica hipocromica (4/6), esta
ultima ¢ uma anemia do tipo regenerativa que Vilhena et
al. (2018) considera comum e relaciona com animais que
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possuem comprometimento do sistema imune ou ¢ decorrente
de uma infec¢do grave. Nessa pesquisa, foi visto que felinos
que possuiam a anemia regenerativa estavam infectados
por Mycoplasma spp.. Isso decorre do ciclo do parasito no
hospedeiro que causa a destruicdo das hemacias infectadas e
o sequestro dessas pelo bago, para que haja a hemocaterese
(Pereira, 2018). Nos 33 animais que possuiam hematdcrito

normal (37,87 + 3,98), 10 animais revelaram estruturas
sugestivas de hemoparasitos, demonstrando que é comum que
ndo haja alteracdes laboratoriais perceptiveis que indique a
presenca deste. Isto também foi visto por André et al. (2022),
onde afirmam que felinos saudaveis e imunocompetentes sao
capazes de enfrentar uma infeccdo sem evidenciar alteracdes
clinicas e hematologicas detectaveis.

Quadro 2 - Informag¢des do nimero de felinos (felis catus) (N) e porcentagem (%) relacionado ao sexo, ¢ dados do Hemograma
(hematocrito, leucocitos totais e plaquetas) com respectivos valores de média e desvio padrdo

Variavel (to tg 40) % Referéncia Média Desvio padrao
Sexo 16 9 40.0% - - -
24 3 60.0% - - -
Hematocrito
Normalidade 33 82.5% 24 a 45% 37.87 3.98
Anemia 6 15.0% 14.32 5.14
Policitemia 1 2.5% - -
Leucdcitos totais
Normal 27 67.5% 5.500 a 19.500 /uL 13.180 4.17
Leucopenia 2 5.0% 3.162 0.51
Leucocitose 11 27.5% 30.536 9.31
Plaquetas
Normal 15 37.5% 230 a 680 mil/uL 366.071 107.86
Trombocitopenia 25 62.5% 105.579 65.34
Trombocitose 0 - - -

Fonte: valores de referéncia segundo Feldman et al. (2000).

Relacionado aos leucdcitos  totais, dois felinos
apresentaram leucopenia (3.162 + 0,51), 27 felinos dentro da
normalidade (13.180 &+ 4,17) e 11 com leucocitose (30.536 +
9,31). Essa variagao também foi vista por Baneth et al. (2004),
demonstrando que muitas vezes esse dado auxilia mais no
diagnostico de possiveis coinfeccdes, bem como averiguar a
resposta do animal frente a elas. Na avaliacdo das plaquetas
a média e o desvio padrdo dos animais com trombocitopenia
foi de 105.579 + 65.34 (Quadro 2), esse valor encontrado
na maioria dos gatos (62,5%) se justifica por serem animais
que se estressam facilmente e associado a isso, foram vistas
agregacdes plaquetarias nas amostras, porém nao se exclui
a possibilidade de ser oriunda de outras doengas, como a

babesiose ¢ a citauxzoonose (FAM, et al., 2010; THRALL,
etal.,2015).

Para aumentar a sensibilidade desta pesquisa, optou-se por
realizar diferentes técnicas como o esfregago com sangue em
EDTA, capa leucocitaria e ponta de orelha (esfregaco fresco e
sem EDTA), em virtude de serem técnicas simples, rapidas e
acessiveis (BRUM; CARVALHO, 2022).

Na analise das laminas foram identificadas em 16 felinos
(40%) algumas estruturas indicativas de hemoparasitas sendo,
13 sugestivas de Mycoplasma spp. (81,25%) (Figura 1A), 2
de Anaplasma spp. (12,5%) (Figura 1B) e 1 de Babesia spp.
(6,25%) (Figura 1C), sendo esta, enviada para gPCR, onde foi
negativa para Babesia spp.

Figura 1 - Técnicas utilizadas e inclusdes encontradas nos felinos (felis catus) na microscopia em aumento de 100X: A - Esfregago
sanguineo de felino com presenga de inclusdes na superficie de eritrocitos (setas pretas), sugestivo de Mycoplasma spp.; B - Capa
leucocitaria de felino com presenga de inclusdo em plaqueta (setas pretas), sugestivo de Anaplasma spp.; C - Esfregaco de ponta de
orelha de felino, com presenca de estrutura em hemacia (seta preta) sugestivo de Babesia spp.
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Fonte: dados da pesquisa.
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Adicionalmente, 13 felinos dos 16 eram machos (Quadro
3), corroborando com Petry et al. (2020) que observou que
os machos sd3o mais suscetiveis a albergarem hemoplasmas
do que fémeas. Isso pode ser justificado pelo comportamento
errante dos felinos, aumentando sua exposicdo aos vetores
que carreiam as doengas.

Quadro 3 - Dados dos felinos que apresentaram positividade nas
diferentes técnicas (Capa leucocitaria, Esfregago sanguineo com
EDTA e Ponta de orelha) e o sexo

Felino | Sexo Le S;‘cI;:léria f;lslf;igi?lig P(Osl;tgl(;l;:;a
" C/ EDTA
1 M Mycoplasma
spp.
2 M Mycoplasma
Spp.-
3 M Anaplasma
Spp.
4 M Anaplasma
Spp.
5 F Babesia spp.
6 M Mycoplasma
spp.
7 M Mycoplasma
spp.
8 M Mycoplasma
Spp.-
9 M Mycoplasma | Mycoplasma
Spp- Spp-
10 M Mycoplasma | Mycoplasma
Spp- Spp-
1 M Mycoplasma
Spp.
12 M Mycoplasma
Spp.
13 M Mycoplasma
spp.
14 F Mycoplasma
spp.
15 F Mycoplasma
Spp.-
16 M Mycoplasma
spp-
Fonte: dados da pesquisa.

Foi observado que 9 felinos do total de 16 apresentaram
Mycoplasma spp. (Figura 1 A) na superficie das hemacias
na ponta de orelha, mostrando superioridade em relagdo ao
esfregaco de sangue em EDTA (6/16). Isto se deve ao fato do
protozoario se desprender da heméacia quando em contato com
0 EDTA (PETRY et al., 2020). Diferente da capa leucocitaria
(2/16) que foi visualizado mais estruturas de Anaplasma spp.
(Figura 1 B) do que nas outras duas técnicas, decorrente da
concentragdo de leucoécitos e plaquetas em um mesmo campo
nessa técnica, facilitando a visualizagdo dessas estruturas
(BOOZER; MACINTIRE, 2003).

A positividade para Babesia spp. no esfregaco sanguineo
(Figura 1 C) e a negatividade no no teste gPCR, pode ser
justificado por haver outras estruturas que sdo facilmente
confundidas com a Babesia spp., como por exemplo o
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Mycoplasma spp., Theileria spp. e Cytauxzoon spp. (WANG
et al., 2017). Isto foi visto por Pichotano et al. (2004), onde
ndo realizou a distingdo entre Babesia spp. e Cytauxzoon
felis devido a similaridade na microscopia. Além disso, um
fator limitante desta pesquisa foi a metodologia utilizada que
consistiu no envio para gPCR de uma amostra positiva para
Babesia spp. no esfregaco sanguineo, sendo indicado em
estudos futuros a analise de todos as amostras independente
de visualizar o protozoario em lamina.

Relacionado aos demais animais, observou-se que 24
felinos (60%) foram negativos para hemoparasitos em lamina,
levanta-se como possiveis fatores influenciadores para isto:
os animais residirem em ONG’s, onde provavelmente foram
medicados para serem introduzidos com os demais animais,
levando a baixa ou nula parasitemia no sangue, ou seja,
dificultando a sua visualizacdo nas extensdes sanguineas;
as regides estudadas sdo areas urbanas onde o acesso a
informagoes, a clinicas e a tratamentos sao facilitadas (VIEIRA
et al., 2018). A respeito disso, Carneiro (2007) e Palmer et
al. (2022) conduziram seus estudos em regides do interior
e regido serrana respectivamente, e encontraram amostras
positivas no PCR para Babesia spp., aliado a essa informacao,
sabe-se que o Rhiphicefalus sanguineus ¢ o carrapato mais
frequente no estado do Espirito Santo (VIEIRA et al.,, 2018),
logo as hemoparasitoses, principalmente a babesiose pode
estar sendo subdiagnosticada, sendo necessario que haja mais
estudos em todo Estado do Espirito Santo, principalmente em
regides mais afastadas/ interior.

4 Conclusao

Os hemoparasitos encontrados na pesquisa direta em
felinos na regido metropolitana de Vitéria-ES foram o
Mycoplasma spp. e Anaplasma spp.

Apesar do resultado negativo no gPCR para Babesia spp.,
nao se pode descartar a sua ocorréncia no ES, contudo, o
maior nimero de animais avaliados em futuras pesquisas, bem
como, estudos em regides mais afastadas e com a aplicagdo de
diagnostico molecular (¢PCR) em todas as amostras podem
vir a comprovar a presen¢a deste hemoparasito.
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