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RESUMO

DE OLIVEIRA, TESSY Y. O., M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2023.
Avaliacdo da ocorréncia de hemoparasitoses em felinos semidomiciliados, com
foco em Babesia spp., da Regido da Grande Vitéria — ES. Orientador:Fabio Ribeiro
Braga.

As hemoparasitoses representam uma parcela das afec¢cdes que atingem os felinos
e, infelizmente, muitos desses animais sdo assintomaticos até o momento em que ha
falha na imunidade, levando a manifestacéo de sinais que podem levar o animal ao
Obito. Nesse sentido, a babesiose é uma das principais hemoparasitoses nestes
animais e aquela que necessita de maiores esclarecimentos, principalmente no que
se refere a sua presenca no Estado do Espirito Santo (ES). Nessa perspectiva,
chama-se atencdo para as fronteiras territoriais do ES com os demais estados do
sudeste que j& possuem literatura confirmada da presenca de Babesia spp., porém
até o presente momento ndo ha relatos da presenca desse protozoario em felinos no
ES. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar o levantamento da
ocorréncia das principais hemoparasitoses que ocorrem nas cidades de Serra, Vitoria
e Vila Velha, com foco no género Babesia spp., bem como relatar a sua ocorréncia
em felinos pela primeira vez. Para tanto, foram obtidas o total de 40 amostras advindas
de 3 organizacBes ndo governamentais (ONG’s) de protecdo a animais, cada uma
localizada em um dos municipios citados. Foram confeccionadas laminas da margem
da pina auricular e coleta de sangue periférico armazenado em tubo EDTA, para
posterior confeccdo do esfregaco sanguineo, capa leuco-plagquetaria, coloracao,
analise hematoldgica e pesquisa de hemoparasitas no Laboratério Clinico do Hospital
Veterinario da Universidade Vila Velha (UVV). Foram analisados 100 campos
aleatérios de cada lamina. Constatou-se que 16 felinos apresentaram alguma
estrutura em lamina, sendo 13 amostras sugestivas de Mycoplasma spp. (81,25%), 2
para Anaplasma spp. (12,5%) e 1 para Babesia spp. (6,25%), mediante a isto, a
amostra positiva para Babesia spp. foi enviada para analise molecular qualitativo de
um laborat6rio particular, sendo negativa no gPCR. Logo, os hemoparasitos
recorrentes em gatos nas regides de Serra, Vitéria e Vila Velha foram Mycoplasma
spp. e Anaplasma spp., e apesar do resultado negativo no gPCR para Babesia spp. a
primicia deste estudo foi verificar uma possivel eventualidade da presenca deste
hemoparasito, visto que houve fatores que limitaram esta pesquisa, além de diversas
variaveis que influenciam neste achado. Dessa forma, maior nUmero de pesquisas
futuras em regides mais afastadas no estado do Espirito Santo e com emprego do
diagnéstico molecular de hemoparasitoses sdo sugeridos.

Palavras-chave: Anaplasma spp.; artrépodes; babesiose; Mycoplasma spp.,
piroplasma.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, TESSY Y. O., M.Sc, University of Vila Velha — ES, february de 2023.
Evaluation of the occurrence of hemoparasitoses in semi-domestic felines, with
focus on Babesia spp. in the region of Grande Vitéria - ES. Advisor: Fabio Ribeiro
Braga.

Hemoparasitoses represent a portion of the diseases that affect felines and,
unfortunately, many of these animals are asymptomatic until the moment in which
there is a failure of immunity, leading to the manifestation of signs that can lead the
animal to death. In this sense, babesiosis is one of the main hemoparasitoses in these
animals and one that needs further clarification, especially regarding its presence in
the state of Espirito Santo (ES). In this perspective, attention is drawn to the territorial
borders of the ES with other southeastern states that already have confirmed literature
on the presence of Babesia spp. However, up to the present moment, there are no
reports of the presence of this protozoan parasite in cats in ES. Thus, the objective of
the present study was to survey the occurrence of the main hemoparasitoses occurring
in the cities of Serra, Vitéria and Vila Velha, focusing on Babesia spp. genus, as well
as to report its occurrence in cats for the first time. For this, a total of 40 samples were
obtained from 3 non-governmental organizations (NGOs) of animal protection, each
one located in one of the cities mentioned above. Slides were made from the margin
of the auricular pinna and peripheral blood was collected and stored in an EDTA tube
for later preparation of the blood smear, buffy coat, staining, hematological analysis
and research of hemoparasites in the Clinical Laboratory of the Veterinary Hospital of
the University of Vila Velha (UVV). A total of 100 random fields from each slide were
analyzed. It was found that 16 cats presented some structure on the slides, 13 samples
were suggestive of Mycoplasma spp. (81.25%), 2 for Anaplasma spp. (12.5%) and 1
for Babesia spp. (6.25%). Therefore, the recurring hemoparasites in cats in the regions
of Serra, Vitoria and Vila Velha were Mycoplasma spp. and Anaplasma spp., and
despite the negative result in the qPCR for Babesia spp. the primary objective of this
study was to verify a possible eventual presence of this hemoparasite, since there were
factors that limited this research, besides several variables that influence this finding.
Thus, more future studies in more distant regions in the state of Espirito Santo and
using the molecular diagnosis of hemoparasitoses are suggested.

Keywords: Anaplasma spp.; arthropods; babesiosis; Mycoplasma spp., pyroplasma.



1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, os animais possuem uma relacdo com os seres humanos,
culminando na domesticacdo que resultou no estreitamento da relagdo com os
animais, levando-os a alcancarem atualmente um espaco importante dentro das
familias. Segundo dados do IBGE (2019), 72% (28.404) dos lares brasileiros possuem
algum animal de companhia (cao ou gato). Especificamente dos felinos, 15,2% (4.868)
dos lares da regido Sudeste possuem ao menos um gato (IBGE, 2019). Além disso,
uma pesquisa realizada nos lares capixabas destaca que a cada dez residéncias, sete
possuem animais de estimac&o. Sendo os cédes (862.876) a liderarem o topo da lista,
conseguinte os passaros (469.759), felinos (249.384) e por fim os peixes com 68.251
(MISSIO, 2015). Devido a essa proximidade, hd uma crescente preocupacao
relacionada a saude Unica.

As hemoparasitoses representam uma parcela das afeccdes que atingem os
felinos, e por possuirem vetores em comum, como o carrapato e a pulga, favorecem
a disseminacdo dessas doencas. A Babesiose, Cytauxzoonose, Micoplasmose e
Anaplasmose sdo exemplos de doencas que infectam essas espécies, tendo como
agentes etiolégicos protozoarios para as duas primeiras doencas e bactérias Gram-
negativas respectivamente (Taylor et al., 2017). Por cursarem de forma variavel, os
sinais clinicos geralmente sdo inespecificos e podem se apresentar de quadros
subclinicos a quadros agudos que podem levar a Obito; se houver coinfeccao
associada o prognéstico € reservado. Os animais que possuem sinais clinicos,
demonstram letargia, depressdo, anorexia, em alguns casos anemia e febre
(Birkenheuer, 2015).

Para o diagnostico das hemoparasitoses de forma geral, € necesséaria a
associacdo do histérico, da clinica do animal, de exames laboratoriais (hemograma
completo, bioquimica sérica), além de exames complementares, que consistem na
pesquisa de hemoparasitas em lamina de esfregaco sanguineo, sorologia e reacao
de cadeia polimerase (PCR). Sendo o padrdo ouro o diagnostico molecular (PCR)
(Solano-Gallego e Baneth, 2011; Penzhorn e Oosthuizen, 2020).

O tratamento instituido na babesiose consiste ha administracédo do dipropionato
de imidocarb, e no caso especifico da Babesia felis a utilizacdo do fosfato de

primaquina, por apresentar melhor resposta (Takahira, 2016).
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Dentre as doencas citadas, a babesiose em felinos € a que necessita de maiores

esclarecimentos, devido a escassez de relatos (O'Dwyer e Massard, 2002; Silva-
Santos et al., 2014; Penzhorn e Oosthuizen, 2020). No Brasil, essa doenca ja foi
relatada em estados como Séo Paulo (Carneiro, 2007), Rio de Janeiro (Gazeta et al.,
2004; Palmer et al., 2022), Ronddnia (André et al., 2022), Sergipe (Silva-Santos et al.,
2014) e Minas Gerais (Pereira, 2018, André et al., 2022) acometendo felinos
domiciliados, onde detectaram piroplasmideos em esfregaco sanguineo, porém em
alguns casos, ndo foi possivel realizar a distincdo entre Babesia spp. e Cytauxzoon
felis (Pichotano et al., 2004). Molecularmente Carneiro (2007) confirmou a infeccéo
por Babesia canis vogeli em uma gata em Sao Paulo, André et al. (2015) em 8 felinos
no Mato Grosso do Sul e Palmer et al. (2022) em 6 felinos no Rio de Janeiro.
O Estado do Espirito Santo (ES) possui divisa com alguns desses estados, porém até
0 presente momento nao ha relatos da presenca desse protozoario em felinos. Este
estado possui 78 municipios, sendo os pertencentes a Grande Vitoria: Cariacica,
Fund&o, Guarapari, Serra, Viana, Vila Velha e Vitoria (Espirito Santo, 2001).

Dada a importancia dessas doencas, este estudo teve a finalidade de realizar
um levantamento da ocorréncia das principais hemoparasitoses nas cidades da Serra,
Vitoria e Vila Velha, com foco no género Babesia spp., com o objetivo de relatar, caso
ocorresse, a aparicdo desta infeccdo em felinos pela primeira vez no estado do

Espirito Santo - Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Babesia spp.
Historico

O género Babesia possui essa nomenclatura em reconhecimento a Victor Babés,
gue em 1888 observou e relatou micro-organismos intraeritrocitarios em bovinos da
Roménia e posteriormente em ovelhas (Uilenberg, 2006). O primeiro relato de Babesia
em felinos ocorreu na India por Lingard e Jennings em 1904, porém a descrigéo e
caracterizagéo foi realizada por Davis (1929), onde observou piroplasmideos em um
gato selvagem sudanés (Felis ocreata), propondo o nome Babesia felis. A doenca
clinica foi descrita por Jackson e Dunning em 1937, infectando um c&o e um felino
doméstico na Africa do Sul, onde o felino apresentou febre alta, conjuntiva pélida e
ictérica, no esfregaco sanguineo havia sinais de anemia e presenca de piroplasmas,
nao sendo possivel distinguir morfologicamente o parasito visto por Davis (B. felis),
devido a similaridade e relacdo, nomearam-na de Nuttalia felis var. doméstica. Em
seguida outras espécies de piroplasmas foram descritos infectando felinos selvagens
e domeésticos como B. cati, B. herpailuri, B. leo, B. pantherae (Takahira, 2016) e B.
canis (Criado-Fornelio et al., 2003; Carneiro, 2007).

Anteriormente, a Babesia era classificada de acordo com sua morfologia
(pequena ou grande) e/ou tipo de hospedeiro (Uilenberg, 2006), sendo descritos cinco
tipos em felinos, B. felis, B. cati, B. leo, B. pantherae e B. herpailuri, sendo as duas
tltimas consideradas grandes babésias (Ayoob et al., 2010; Penzhorn e Oosthuizen,
2020). Porém essa classificacdo € controversa visto que 0s piroplasmas mudam sua
conformacdo ao se reproduzir nos eritrocitos, além de poder ocorrer falhas nas
mensuracdes das babésias. Com os avancos da ciéncia, a caracterizacdo molecular
possibilitou a distincdo das espécies de Babesia, foram descritas 11 espécies, sendo
a primeira identificada como Babesia felis sensu stricto em 2001 (Penzhorn e
Oosthuizen, 2020). O gene utilizado nessa classificacdo é a variagdo do gene 18S
rRNA, e para delimitar os tipos de hemoparasitas envolvidos, usa-se o locus 18S
(Greay et al., 2019).

Etiologia

A Babesia spp. pertence ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmorida, familia

Babesiidae e género Babesia spp. (Taylor et al., 2017). E um protozoario
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intraeritrocitario, que se apresenta em formato de péra, sendo encontrado em forma
Unica, em pares ou em cruz, podendo ser redonda ou subesférica (Lempereur et al.,
2017). Ha vérias espécies de babésias relatadas afetando desde animais de
companhia aos de producédo, nos felinos a Babesia felis (figura 1) ja foi caracterizada
como piroplasma pequeno, de formato arredondado, possuindo mensuracdo 1,5 a 2

pgm de diametro (Taylor et al., 2017).

Figura 1. Esfregaco sanguineo de felino com sinais clinicos de babesiose, mostrando pequeno

piroplasma intraeritrocitaria Babesia felis (sensu lato) (Bosman et al., 2019).
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A Babesiose ocorre mundialmente e foi relatada em diversos Paises (Ayoob et
al., 2010; Schnittger et al., 2012; Penzhorn e Oosthuizen, 2020), sendo a babesiose
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Distribuicdo geografica

canina a mais relatada e a de maior ocorréncia quando comparada a babesia em
felinos (Pereira, 2018). Dentre as espécies de babesia relatadas em felinos, a mais
patogénica € a Babesia felis, uma espécie que ocorre frequentemente no sul da Africa
do Sul e no Sudéo, principalmente no verdo (Jacobson et al., 2000; Birkenheuer, 2015),
alguns casos isolados ja foram relatados na Franca, Alemanha, india, Reino Unido,
Israel e na Tailandia (Takahira, 2016). Outra babesia que infecta os felinos é a B. canis,

relatada na Europa por Criado-Fornelio et al. (2003) demonstrando que ndo ha relagcéo
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espécie-especifica dos piroplasmas em relacdo aos seus hospedeiros (Carneiro,
2007).

Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico da babesiose em felinos ainda ndo é esclarecido, mas acredita-
Se que o seu ciclo e sua transmissao, sejam semelhantes ao da babesiose canina que
ja é conhecido.

Os carrapatos ixodideos, sdo os principais transmissores da Babesia sp. em
cées, por isso, a ocorréncia dessa infeccao é relacionada com a distribuicdo desses
vetores e de seus hospedeiros (Birkenheuer, 2015). Alguns géneros de artropodes
envolvidos na infestacdo e propagacédo da infeccdo em gatos sdo Rhipicephalus,
Dermacentor, Amblyomma e Haemophysalis (Ayoob et al.,, 2010), sendo o
Rhipicephalus sanguineus o mais comum no Brasil (Malheiros et al., 2016) e o mais
encontrado no Espirito Santo (Vieira et al., 2018).

De forma geral, o ciclo é dependente de um carrapato ixodideo infectado (figura
2), onde nas glandulas salivares deste artropode ha a forma esporozoita, ao realizar
0 repasto sanguineo o carrapato libera essas formas para a circulagdo sanguinea do
hospedeiro vertebrado (felino). O protozoario entdo invade as hemécias, se
modificando para a forma de trofozoito, fara a divisdo binaria (merogonia), que
romperd a membrana da hemécia, liberando a forma merozoita, favorecendo a
invasdo de novas células, esse processo ocorrera até que todos os eritrocitos sejam
parasitados ou até que haja intervencdo medicamentosa (Uilenberg, 2006). A respeito
do ciclo do carrapato, esse ocorrera através da infeccdo de um carrapato sadio ao
realizar o repasto, onde se infectara da forma merozoita, no seu intestino acontecera
a reproducédo sexuada, gerando o zigoto, que por sua vez penetrara o epitélio intestinal
para que ocorra a reproducao assexuada (esporogonia), resultando nos oocinetos que
possibilitara as transmissfes, transovariana ao invadir o ovario das fémeas, e a
transestadial ao se instalar nas glandulas salivares desse artropode (Birkenheuer,
2015; Jalovecka et al., 2019).



Figura 2 Ciclo de vida da Babesia sensu stricto (adaptado de Jalovecka et al., 2019).

Carrapato Esporoblasto Hospedeiro vertebrado
Ativo
Transmissdo f\'f.‘_
Transestadial @

Esporozoito

Esporoblasto |J O\ s—’
Inativo N Y .
Trofozoito

Transmiss@o
Transovariana

7 ‘" t
'g Multiplicacdo dos l Merozoito

Kinetes em tecidos ‘

ovariana .
. - Gametdcito
R/ e

I * Gametas
- Ray bodies'

Zigoto Fertilizagdo

Patogenia

A gravidade da infeccdo e sua manifestacdo clinica é determinada pelas
condi¢cbes do hospedeiro (idade, imunocompeténcia, comorbidades) e pela cepa da
Babesia spp. envolvidas (Takahira, 2016).

Uma vez que as hemacias séo infectadas, ocorre a opsonizacdo levando a
remocao dessas hemacias da circulagéo pelo sistema monocitico fagocitario (SMF),
aliado a isto, temos a eliminacdo das hemacias intravascular e extravascular devido
ao ciclo de vida desse protozoario, levando a anemia hemolitica (Birkenheuer, 2015;
Takahira, 2016). Como sinais da hemdlise intravascular temos a hemoglobinudria que
cursard em lesdo renal, devido a hipdxia, podendo levar a consequéncias
neuroldgicas, aléem da possibilidade de ocorrer uma coagulacdo intravascular
disseminada (CID), levando o animal ao 6bito. Ja na hemolise extravascular teremos
a esplenomegalia, ictericia e bilirrubindria devido a sobrecarga hepatica e decorrente
também da hipoxia. O grau de lesdo da babesiose felina € moderada, exceto nos
casos em que ha o envolvimento da B. felis que leva a grave hemdlise intravascular
(Takahira, 2016).



Alteracdes clinicas e laboratoriais

Os felinos domésticos infectados pelo género Babesia spp., geralmente néo
apresentam sinais clinicos e o seu carater € variavel (Pereira, 2018); os sinais quando
visualizados demonstram um quadro cronico (Hartmann et al., 2013) onde € visto:
anemia, apatia, letargia, febre e ictericia, sendo os dois Ultimos sinais menos comuns
nos felinos (Jacobson et al., 2000; Hartmann et al., 2013). Vale ressaltar que o animal
gue apresenta pirexia, é devido a associacdo de alguma comorbidade (Hartmann et
al., 2013; Takahira, 2016). No hemograma se vé anemia macrocitica hipocrémica com
sinais regenerativos (Takahira, 2016), a trombocitopenia e a contagem de leucocitos
totais sdo variaveis (Baneth et al., 2004). Em relacdo a bioquimica sérica, ocorre
aumento das enzimas hepéticas e ha hiperbilirrubinemia pré-hepatica (Takahira,
2016).

Diagnésticos diferenciais

Devido as hemoparasitoses cursarem de forma similar e por possuirem muitas
vezes 0 mesmo vetor artropode, é necessario que haja a exclusdo dos diagnésticos
diferenciais, como o protozoério Cytauxzoon felis, Mycoplasma felis, Anaplasma spp.,
Ehrlichia spp.

e Cytauxzoon felis

O Cytauxzoon felis € um protozoario da familia Theileriidae, que infecta felinos
selvagens e domésticos, ndo havendo predilecao por idade, sexo ou raca. Os vetores
transmissores dessa doenca sao o0s carrapatos Dermacentor variabilis e o
Amblyomma americanum, porém no Brasil ndo é claro o envolvimento dessas
espécies nainfeccédo (Ribeiro et al., 2019). Ha relatos da presenca de Cytauxzoon spp.
em diversos estados, como Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do norte,
Distrito Federal, Sdo Paulo e Para (Ribeiro et al., 2019).

Por ser um protozoario do mesmo filo, ordem e possuir caracteristicas semelhantes a
Babesia, o Cytauxzoon felis cursara de maneira similar, com algumas excec¢des, como
por exemplo relacionado ao ciclo biolégico, que possui duas formas distintas no
hospedeiro definitivo, a esquizonte (ndo eritrocitaria) e o piroplasma (eritrocitaria)
(Cohn e Birkenheuer, 2015), levando o animal a apresentar um quadro mais agudo,
consequentemente o sinal clinico caracteristico € a febre alta (Ribeiro et al., 2019),

além disso a via de transmisséo € somente a transestadial (Wang et al., 2017; Pereira,
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2018), e nos exames laboratoriais ocorre uma pancitopenia de todas as linhagens
celulares (Ribeiro et al., 2019).

Wang et al. (2017) demonstra que ha similaridade entre a Babesia spp.,
Cytauxzoon felis, Mycoplasma haemofelis e Corpusculo de Howell-Jolly (figura 3) na

analise microscopica.

Figura 3. Diferenciacdo microscépica de Cytauxzoon felis com outros patdgenos intraeritrocitérios

comuns ou particulas no esfregago sanguineo de felino (adaptado de Wang et al., 2017).

Babesia spp.
Theileria spp.

Mycoplasma haemofelis

Cytauxzoon felis (Haemobartonella felis)

Howell-Jolly particle

¢

1-2 ym Geralmente na borda ou

Normalmente é em
forma de anel;
Ocasionalmente em

Indistinguivel de C.
felis. Nao endémico
nos EUA; Febre e
Ictericia incomum

sobre a superficie do
eritrdcito; Raramente em
formato de anel. Mais

1-2 ym com mancha
da cromatina, sem
citoplasma em volta

forma de alfinete jovens, sexo: macho.

e Mycoplasma spp.

O Mycoplasma spp. € uma pequena bactéria (0,3um) ndo corada por coloragéao
de gram que se adere e causa hemolise no hospedeiro definitivo (felinos domésticos
e selvagens), causando anemia e sinais decorrentes de um processo imunomediado
(letargia, depressdo, perda de peso, auto aglutinacao e ictericia) (Barker, 2019)
levando a um quadro clinico semelhante da Babesia spp. A literatura relata trés
espécies de hemoplasmas que infectam felinos, Mycoplasma haemofelis, Candidatus
Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis (Messick e Harvey,
2015).

A Micoplasmose ocorre mundialmente (Thrall et al., 2015), no Brasil ja foi
diagnosticada molecularmente em Sao Paulo (Marcondes et al., 2018), Rio de Janeiro
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(Raimundo, 2014), Rio Grande do Sul (Silveira et al., 2014), Distrito Federal e Mato
Grosso (André et al., 2011; Miceli et al., 2013).

Nas infeccdes os machos tém sido relatados como mais vulneraveis devido seu
comportamento, e o risco de contrair a doenca € associado a incidéncia dos
artropodes nas estacfes mais quentes (primavera e verao), sendo o vetor responsavel
pela transmisséo dessa doenca é o Ctenocephalides felis (Barker, 2019). Além disso,
acredita-se que gatos jovens ou que possuem doenga associada, sao mais
suscetiveis a manifestar sinais clinicos e uma anemia mais grave, pois ndo sao
imunocompetentes, porém estudos experimentais demonstraram que felinos que se
curam clinicamente desenvolvem uma protecédo contra uma reinfeccéo (Hicks et. al.,
2015).

O diagnéstico do Mycoplasma haemofelis se baseia na associacao do histérico,
clinica, exames laboratoriais e exames complementares, como a identificacdo por
microscopia de esfregaco sanguineo fresco, onde detecta-se pequenas bactérias
(aproximadamente 0,3um) aderidas no eritrocito (Messick e Harvey, 2015), porém é o
mais passivel a erros no diagnostico pela técnica de leitura do esfregaco sanguineo,
podendo ser confundidos com artefatos, corpusculos de Howell-Jolly ou com o
Cytauxzoon felis (Barker, 2019), sendo aconselhado associar outras técnicas para
obter o diagnéstico.

Para o tratamento indica-se o uso do grupo das fluoroquinolonas e tetraciclinas
(Barker, 2019). Sendo a de escolha a primeira, pois as tetraciclinas podem causar
efeitos colaterais como febre e estenose esofdgica (German et. al., 2005). J& os
glicocorticoides podem auxiliar na anemia mais grave, além disso transfusées séo
altamente indicadas nesses casos. Como medidas profilaticas recomenda-se, evitar
acesso dos felinos a rua e verificar procedéncia do sangue do doador (Messick e
Harvey, 2015).

e Anaplasma spp.

Os géneros Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. estdo inseridas no filo
Proteobacteria, ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae (Taylor et al., 2017).
S&do microrganismos Gram-negativos que vivem dentro de células como leucécitos,
células endoteliais e plaguetas (Greene, 2015). Seu transmissor possivelmente € o
mesmo das outras hemoparasitoses, e apesar de néo infectar hemacias, ja foram

diagnosticados infectando felinos em estados brasileiros (Pedroso et al., 2011; Pereira,
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2018; Guimaraes et al., 2019). Devido a isso foram incluidos como diagnostico
diferencial.

Anaplasma spp., mede 0,3 a 1,0um de diametro e infectam mamiferos (Taylor et
al., 2017). Existem duas espécies de importancia, Anaplasma phagocytophilum que
infecta leucocitos, preferencialmente os neutréfilos (Diniz e Breitschwerdt, 2015), e
Anaplasma platys que é exclusiva de plaquetas e é associada a infec¢cdes em felinos
(Guimarées et al., 2019). Anaplasma platys pode causar leucopenia/leucocitose e no
primeiro més da infeccdo uma anemia normocitica normocrémica (Harvey, 2015).

Nos felinos, a incidéncia de anaplasmose e erliquiose sdo baixas, possivelmente
por serem subdiagnosticadas devido aos hébitos de limpeza desses animais ou pela
resisténcia imunoldgica desenvolvida (Pinto, 2016). porém Guimarédes et al. (2019)
confirmaram molecularmente a presenca de Anaplasma platys em felinos no Rio de
Janeiro.

O diagnéstico pode ser pela observacdo de microrganismos na microscopia,
mas essa técnica possui baixa sensibilidade, pois somente sdo detectaveis na fase
aguda da doenca. (Pinto, 2016). Realizar sorologia pareada com elevacfes de quatro
vezes da titulacédo final € confirmatodria de infec¢cdo segundo Takahira (2016). A PCR
por ter alta sensibilidade, é a técnica de escolha para diferenciar os tipos de
Anaplasma spp. e de Ehrlichia spp. (Lappin e Breitschwerdt, 2015).

O tratamento eficaz para as riguetsioses consiste na utilizacdo dos farmacos
da classe das tetraciclinas ou fluorquinolonas (Harvey, 2015). A terapia de suporte é

indicada nos casos graves.

Diagndstico

Devido as hemoparasitoses apresentarem sinais clinicos inespecificos, é
imprescindivel que haja associacdo da clinica com os achados laboratoriais e de
exames complementares, para isto, existem algumas formas de diagndstico como as
técnicas diretas (esfregago sanguineo), soroldgicas e moleculares (Birkenheuer, 2015,
Petra et al., 2018).

A analise do esfregaco sanguineo por microscopia optica, tem sido o padréao
adotado para identificagdo de piroplasmas, devido ser um método rapido e barato
(Lempereur et al., 2017), porém é uma técnica de baixa sensibilidade em animais
assintomaticos e que possuem carga parasitaria baixa (Ayoob et al., 2010; Teives,
2015). Teives (2015) afirma que a sensibilidade do teste € maior quando realizado
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esfregaco sanguineo de capilares da margem da orelha, pois devido serem de menor
calibre, reteria mais estruturas e teria maior numero de parasitas quando comparado
a esfregaco de sangue venoso.

Ja o diagnostico por métodos soroldgicos como o teste de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) (Braga e Silva, 2013) para
babesiose ndo sdo os mais indicados, ja que avaliam a presenca de anticorpos (IgG
anti-Babesia) e ndo de antigeno (Lempereur et al., 2017).

Diferente das técnicas anteriores, a biologia molecular por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) tem alta sensibilidade e especificidade. Em suma, a PCR
€ composta por trés passos: desnaturagdo, anelamento e extensdo, onde em cada
etapa, a amostra com os primers, nucleotideos e DNA Polimerase termoestavel (Taq)
serdo submetidos a temperaturas de 95°C, 57°-63°C e 72°C, respectivamente,
possibilitando a amplificacdo de um fragmento do DNA do agente envolvido (Higuchi
et al.,, 1993). Sendo assim, € uma técnica de maior confiabilidade, ja que pode
identificar a espécie de Babesia envolvida (Takahira, 2016). Adicionalmente, a PCR
em tempo real (QPCR), permite a quantificacdo do patdégeno simultaneamente a
amplificacdo, o que possibilita resultados rapidos, além de reduzir reacGes cruzadas
(Nascimento et al., 2010).

Segundo Penzhorn e Oosthuizen (2020), nos casos em gue nao se consiga
realizar a distincdo da morfologia da Babesia spp., a técnica adotada para o
diagnéstico devera ser a caracterizacdo molecular, ja que ela distingue as espécies

de Babesia spp. e os seus diferenciais.

Tratamento

O tratamento de escolha na babesiose é o dipropionato de imidocarb, pois possui
amplo espectro nas cepas de Babesia, associado ao sulfato de atropina por ser
reversor dos efeitos do imidocarb. Especificamente para tratamento de B. felis
recomenda-se a administracdo de fosfato de primaquina (0,5 mg/Kg, VO ou IM) uma
vez ao dia durante trés dias, por apresentar melhor resposta, sendo comprovada sua
acao babesicida (Maia, 2008; Takahira, 2016).

Caso necessario, a terapia suporte devera ser empregada, com o objetivo de
fornecer conforto ao animal, podendo ser utilizado a fluidoterapia, suplementos de
vitaminas e/ou minerais, suporte hepatico e se necessario transfusdo sanguinea

(hematdcrito <15%) (Ayoob et al., 2010; Takahira, 2016). E importante lembrar que o
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animal doador devera ter 0s exames negativos para doencas infecciosas,
preferencialmente diagnosticados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
evitando assim que seja coletado sangue de animais assintométicos e

consequentemente ocorra infeccéo iatrogénica (Castillo, 2020).

Profilaxia

Conhecer a via de transmissdo dos hemoparasitas, auxiliard nas medidas a
serem adotadas na prevencéo. Logo, diminuir a exposicdo desses animais aos
vetores (carrapatos) € um dos principais métodos de controle seja por uso de coleiras,
administracdo de carrapaticidas no ambiente, controle dos felinos ao acesso a rua.
Animais que necessitardo de transfusdo sanguinea, é preciso verificar a procedéncia
da bolsa de sangue, devido essa via ser uma possibilidade de infecgéo (Birkenheuer,
2015).
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3. MATERIAL E METODOS

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

As amostras foram obtidas de 3 organiza¢des ndo governamentais (ONG’s) de
protecdo a animais que possuiam felinos. Cada ONG era pertencente aos municipios
situados na Serra (Latitude de -20.13004, Longitude -40.29960), Vitéria (-20.31973, -
40.33973) e Vila Velha (-20.35146, -40.31042), regides localizadas na Grande
Vitoria/ES.

As informacdes coletadas dos felinos foram sexo e raga, em seguida obteve-se
amostras sanguineas de duas formas: por venopuncao (cefélica ou jugular) com
agulha 25mm x 0,07mm e/ou scalp 25G, armazenadas em tubo com &cido etileno
diamino tetra-acético (EDTA); e por puncdo em capilares periféricos na margem da
pina (orelha) através de perfuracdo com agulha 25mm x 0,07mm estéril, com
confeccdo imediata de uma lamina de esfregago sanguineo sem EDTA.

As amostras foram armazenadas e refrigeradas em caixa térmica com gelo
artificial e direcionados para o Laboratorio Clinico do Hospital Veterinario da
Universidade Vila Velha (HV-UVV). Nas amostras acondicionadas em tubo de EDTA
foram realizados hemograma completo, além de confec¢cdo de outro esfregaco
sanguineo pela técnica do deslizamento descrita por Weiser (2015), onde se coloca
uma gota no inicio da lamina e desliza-se uma lamina extensora sobre a mesma de
forma linear e reta para obtencao da franja (local onde sera realizado a pesquisa de
hemoparasitas), e confeccdo do micro hematocrito com o objetivo de obter-se a capa
leuco-plaguetaria pela técnica de esmagamento (squash).

As laminas (ponta de orelha, capa leuco-plaquetaria e esfregaco sanguineo com
EDTA) foram coradas com Kit de coloracao diferencial rapida em hematologia Instant
Prov® (Newprov®) seguindo instrugbes do fabricante e em seguida realizada a
pesquisa de Babesia spp. e de outros hemoparasitas (Cytauxzoon spp., Mycoplasma
spp., Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.) por microscopia Optica (Nikon eclipse E100)
com objetiva de imersdo (100x). Foram analisados 100 campos aleatorios. As
amostras positivas para Babesia spp. foram enviadas para analise molecular
qualitativo de um laboratorio particular que realizou a extracdo do DNA das amostras
sanguineas utilizando Kit comercial Bioclin® Bio Gene Extracdo de gDNA (BIOCLIN,
Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo instru¢cdes 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).
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Os resultados encontrados foram organizados em tabela do programa Microsoft

Office Excel 2010, onde sucedeu-se a estatistica descritiva.
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4. RESULTADOS

Foram obtidas 40 amostras sendo 28 oriundas do municipio de Vila Velha (70%),
7 de Vitoria (17,5%) e 5 da Serra (12,5%). Dos 40 felinos estudados, 16 eram fémeas
e 24 machos e todos os felinos ndo apresentaram racga definida (SRD) e ndo houve
distingao de idade.

No hemograma a meédia e desvio padrdo encontrados nos 6 felinos que
possuiam hematdécrito baixo (anemia) foram de 14,32 + 5,14, onde 4 felinos
apresentaram uma anemia regenerativa. Em relacdo aos leucocitos totais, 2 felinos
apresentaram leucopenia (3.162 = 0,51), 27 felinos com valores dentro da
normalidade (13.180 + 4,17) e 11 com leucocitose (30.536 = 9,31), j& para as
plaguetas a média e o desvio padréo dos animais com trombocitopenia foi de 105.579
+ 65.34 (Tabela 1).

Tabela 1. Média e Desvio Padréo das variaveis sexo, hematdcrito, leucécitos totais e plaquetas dos
felinos estudados.

Variavel N (total 40) % Referéncia Média Desvio padréo
16 Q@ 40.0% - -
Sexo
24 3 60.0% - -

Hematdécrito

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/pL 366.071 107.86

Trombocitopenia 25 62.5% 105.579 65.34
Trombocitose 0 - -

Valores de referéncia segundo Feldman et al., 2000.

Na analise das laminas, foi identificado em 16 felinos (40%) algumas estruturas
indicativas de hemoparasitas (Tabela 2) sendo, 13 sugestivas de Mycoplasma spp.
(81,25%) (Figura 4), 2 de Anaplasma spp. (12,5%) (Figura 5) e 1 de Babesia spp.

(6,25%) (Figura 6), sendo esta, enviada para gPCR, onde foi negativa para Babesia

spp.
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Tabela 2. Dados gerais dos felinos: sexo, hematdécrito, hemécia, hemoglobina, VCM, CHCM, leucdcitos

totais, plaquetas, capa leuco-plaquetaria e comparativo das diferentes técnicas utilizadas (capa leuco-

plaguetaria, esfregaco sanguineo com EDTA e ponta de orelha)

Feli Sexo Hematéc Heméc Hemog VCM CHC  Leucéci Plaque Capa Esfregaco Ponta
no rito (%) ia lobina (fL) M tos tas Leuco- sanguineo orelha
(mi/uL) (g/dL) (%) totais (Mil/uL plaquetéari c/ EDTA (s/ EDTA)
(L) ) a
1 M 32.0 6.40 10.56 50.10 33.1 23,950 80 Mycoplasma
spp.
2 M 24.0 4.80 7.92 49.20 33.0 21,000 48 Mycoplasma
spp.
3 M 44.0 8.80 14.87 50.00 33.8 36,100 30 Anaplasma
spp.
4 M 37.0 7.35 11.89 50.34 32.1 24,100 30 Anaplasma
spp.
5 F 42.0 8.49 13.86 49.47 33.0 8,600 30 Babesia
spp.
6 M 10.0 231 3.30 43.29 33.0 2,800 80 Mycoplasma
spp.
7 M 35.7 7.40 11.60 47.80 324 16,700 64 Mycoplasma
spp.
8 M 30.4 5.00 8.30 67.70 30.3 15,000 174 Mycoplasma
spp.
9 M 6.2 0.63 1.80 98.70 29.0 7,000 65 Mycoplasma  Mycoplasma
Spp. Spp.
10 M 17.7 2.53 6.00 70.30 29.7 6,400 200 Mycoplasma  Mycoplasma
spp. spp.
11 M 38.0 9.50 13.00 40.00 34.2 12,800 501 Mycoplasma
spp.
12 M 18.0 3.30 5.00 56.00 27.8 18,400 518 Mycoplasma
spp.
13 M 19.0 3.90 6.50 50.00 33.0 17,900 92 Mycoplasma
spp.
14 F 15.0 2.70 4.20 57.00 27.0 3,624 56 Mycoplasma
spp.
15 F 38.9 9.10 12.20 42.40 31.3 7,200 242 Mycoplasma
spp.
16 M 43.0 9.53 12.90 45.12 29.9 15,820 280 Mycoplasma
spp.
Legenda: M: macho; F: fémea
"y -» o
—

Figura 4. Esfregaco sanguineo com presenca de inclusdes na superficie de eritrécitos (setas pretas),

sugestivo de Mycoplasma spp.
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Figura 5. Capa leuco-plaquetaria com presenca de inclusdo em plaqueta (setas pretas), sugestivo de

Anaplasma spp.

Figura 6. Esfregaco de ponta de orelha, com presenga de estrutura em hemécia (seta preta) sugestivo

de Babesia spp.
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5. DISCUSSAO

Dada a importancia e o aumento crescente de casos de hemoparasitoses em
felinos, em especial de Babesia spp., sendo relatada em estados vizinhos (Carneiro,
2007; Gazeta et al., 2004; Pereira, 2018, André et al., 2022; Palmer et al., 2022),
buscou-se verificar a presenca de Babesia spp. no estado do Espirito Santo.
Considerou-se apenas 0s municipios da Serra, Vitoria e Vila Velha por serem cidades
proximas ao laboratorio clinico veterinario do HV-UVV para realizar o processamento
das amostras.

No hemograma, foi observado que 33 animais apresentavam hematocrito normal
(37,87+3,98), porém 10 animais revelaram estruturas sugestivas de hemoparasitas,
demonstrando que é comum que nao haja alteracdes perceptiveis que indique a
presenca deste. Isto também foi visto por André et al. (2022) onde afirma que felinos
saudaveis e imunocompetentes sdo capazes de enfrentar uma infeccdo sem
evidenciar alteracBes clinicas e hematologicas significativas. Sendo interessante
agregar a avaliacdo microscopica com a clinica do animal e demais exames
laboratoriais para confirmacéo da suspeita (De Oliveira, 2021).

A anemia vista nos felinos variou de normocitica normocrémica (2/6) a
macrocitica hipocrémica (4/6), esta ultima, € uma anemia do tipo regenerativa que
Vilhena et al. (2018) considera comum e € relacionada com animais que possuem
comprometimento do sistema imune ou € decorrente de uma infeccdo grave. Nessa
pesquisa foi visto essa relacédo, entre a anemia regenerativa e 0os animais infectados
por Mycoplasma spp. (Tabela 2), isto decorre do ciclo do parasito no hospedeiro que
causa a destruicdo das heméacias infectadas e 0 sequestro dessas pelo baco para que
haja a hemocaterese (Pereira, 2018). Adicionalmente, corroborando com Petry et al.
(2020) confirmou-se também que gatos machos sdo mais suscetiveis a albergarem
essa doenca do que fémeas.

Os leucdcitos variam nessas doencas (Baneth et al, 2004) e muitas vezes
auxiliam no diagnostico de possiveis coinfec¢des, bem como averiguar a resposta do
animal frente a elas. A trombocitopenia encontrada na maioria dos felinos (62,5%) se
justifica por serem animais que se estressam facilmente (FAM et al., 2010), associado
a isso, foram vistas agregacfes plaquetarias nas amostras, porém ndo se exclui a
possibilidade de ser oriunda de outras doencas, como a babesiose e a citauxzoonose
(Thrall et al., 2015).
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As extensdes sanguineas sao grandes aliadas na distincdo e diagnostico de
hemoparasitas, sendo consideradas “padrao ouro” (Pereira, 2018; Méndez et al.,
2022), porém ha limitages, por dependerem de variaveis relacionadas ao esfregaco
(qualidade, coloracdo), a analise (experiéncia do patologista clinico) e de
equipamentos como o microscopio (Hubl et al., 1995, Lempereur et al., 2017). Para
aumentar a sensibilidade nessa pesquisa, optou-se por realizar diferentes técnicas
como o esfregaco com sangue em EDTA, capa leuco-plaquetaria e ponta de orelha
(esfregaco fresco sem EDTA), em virtude de serem técnicas simples, rapidas e
acessiveis (Brum e Carvalho, 2022).

Berndt et al. (2019) afirma que a pesquisa direta de hemoparasitas pode ser
realizada como método diagnostico, além disso, ele discursa que a melhor técnica ira
variar de acordo com o parasito buscado. Nesta pesquisa, foi observado que 9 felinos
do total de 16 apresentaram estruturas na superficie das hemacias na ponta de orelha,
mostrando superioridade em relacdo ao esfregaco de sangue em EDTA (6/16) na
deteccdo de Mycoplasma spp. (Tabela 2), isto se deve ao fato do protozoério se
desprender da hemacia quando em contato com o EDTA (Petry et al., 2020). Ja na
capa leuco-plaquetaria (2/16), foi possivel ver mais estruturas de Anaplasma spp. do
que nas outras duas técnicas, porque ha uma concentracéo de leucdcitos e plaquetas
em um mesmo campo nessa técnica, facilitando a visualizacdo dessas estruturas.
(Boozer e Macintire, 2003). A anaplasmose é grave quando associada com outras
coinfeccdes (Goncalves et al., 2021), o que nao foi encontrado nessa pesquisa.

A positividade para Babesia spp. no esfregaco sanguineo e a negatividade no
teste gPCR, pode ser justificado por haver outras estruturas que séo facilmente
confundidas com a Babesia spp. como por exemplo, Mycoplasma spp., Theileria spp.
e Cytauxzoon spp. (Wang et al., 2017). Isto foi visto por Pichotano et al. (2004), onde
0 mesmo nao realizou a distingdo entre Babesia spp. e Cytauxzoon felis devido a
similaridade. Além disso, um fator limitante desta pesquisa foi a metodologia utilizada
gue consistiu no envio para gPCR de apenas 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 hemoparasitas em lamina, levanta-se como possiveis fatores
influenciadores para isto: os animais residirem em ONG’s, onde provavelmente foram
medicados (dificultando encontrar hemoparasitos) para serem “introduzidos” com os

demais animais; além disso, as regidoes estudadas sdo areas urbanas, onde o acesso
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a informacdes, a clinicas e a tratamentos sdo facilitadas (Vieira et al., 2018). No
tocante a isto, Carneiro (2007) e Palmer et al. (2022) conduziram seus estudos em
regibes do interior e regido serrana respectivamente, e encontraram amostras
positivas no PCR para Babesia spp., aliado a essa informacédo, sabe-se que o
Riphicefalus 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 necessério que haja mais estudos em todo Estado do

Espirito Santo, principalmente em regifes mais afastadas/ interior.
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6. CONCLUSAO

Os hemoparasitos encontrados na pesquisa direta em felinos nas regides da
Serra, Vitdria e Vila Velha foram o Mycoplasma spp., Anaplasma spp., e Babesia spp.,
entretanto a Babesia spp. foi negativa no qPCR.

Sugere-se estudos futuros com maior numero de animais, em regiées mais

afastadas e com aplicacdo de diagndstico molecular em todas as amostras.
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