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RESUMO

A infeccéo por piroplasmideos nos felinos sdo consideradas doengas emergentes, relatadas no
mundo todo, porém relativamente pouco estudadas. Os animais infectados com piroplasmas
podem manifestar doenca clinica decorrente da infeccdo, ou serem assintomaticos. O gene
18S rRNA tem sido o gene de eleicdo para deteccdo de piroplasmideos em felinos, por meio
de técnicas de diagnostico molecular. O presente trabalho teve por objetivos determinar a
ocorréncia da infeccdo por piroplasmideos nos felinos domésticos do Distrito Federal por
meio da PCR, assim como identificar as possiveis alteracGes laboratoriais, sintomatologia
clinica e também fatores de risco envolvidos nessas infeccdes. Foram avaliados 165 gatos
domeésticos (Felis Catus), sendo 143 provenientes de clinicas veterinarias particulares do DF
e 22 provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.
Por meio da PCR, 30,90% dos animais testados estavam infectados por piroplasmideos. Em
relacdo aos achados laboratoriais ndo houve diferenca (p>0,05) entre o grupo de animais
positivos e negativos na PCR, com exce¢do da mensuracao da uréia plasmatica. A maioria dos
animais positivos foi assintomatica ou os animais possuiam sintomatologia ndo relacionada a
infeccdo por piroplasmideos. Esse estudo sugere que os felinos podem ser potenciais
portadores assintomaticos desses microorganismos e/ou que as espécies de piroplasmas
encontradas na amostragem podem ser especies de baixa patogenicidade para os felinos

domeésticos.

Palavras chave: 1.Piroplasmideos 2. Felinos 3. PCR 4. Hematologia 5.Bioquimica
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ABSTRACT

Despite being considered an emergent disease and being reported worldwide, little is known
about piroplasm infections in felines. Animals infected with piroplasms may present clinical
manifestations or may be asymptomatic. The 18S rRNA gene is used as marker gene for
piroplasm detection in felines by means of molecular diagnostic tools. The goal of the present
study was to analyze the occurrence of piroplasm infections in domestic felines from Distrito
Federal (DF - Brazil) using PCR amplification of the 18S rRNA gene, as well as to identify
possible alteration in laboratorial analysis, clinical symptoms and risk factors involved in
these infections. We have analyzed 165 domestic cats (Felis Catus), 143 from them were
admitted to private veterinary clinics in DF and 22 were admitted to Universidade de
Brasilia’s veterinary hospital. The PCR showed that 30.9% of the tested animals were infected
by piroplasms. When comparing laboratorial tests results from positive and negative for the
piroplasm in PCRs, no statistically significant differences were found (p>0.05), with
exception of the plasm urea. Most of the positive animals were asymptomatic or presented
symptoms not related with the piroplasm infections. This study suggests that felines may be
asymptomatic carriers of these microorganisms and/or that the piroplasm species found in the

samples may present low pathogenicity in domestic felines.

Key Words: 1.Piroplasmids 2. Felines 3. PCR 4. Hematology 5.Biochemistry
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CAPITULO 1

1.INTRODUCAO

Piroplasmideos sdo protozoarios que possuem ciclo de vida complexo
envolvendo dois tipos de hospedeiros, os hospedeiros definitivos (carrapatos vetores) e 0s
hospedeiros intermediarios (varias espécies de animais vertebrados incluindo os felideos
selvagens e felinos domésticos) (Carli et al, 2012). As maiores familias desse filo sdo
Babesidae e Theileridae, cujos microorganismos sdo transmitidos pela picada do artropode
vetor, e parasitam majoritariamente os mamiferos. Alguns parasitas desses géneros sao
considerados ndo patogénicos e outros causam enfermidades severas nos animais domeésticos

e no homem (Allsopp et al, 1994).

Os primeiros casos de infeccdo por Babesia spp foram descritos em ruminantes
na Romania no final do século XIX (Uilenberg, 1889), porém nos felinos os primeiros relatos
ocorreram muito tempo depois, sendo o primeiro em um gato selvagem (Felis ocreata) do
Sudéo (Davis, 1929). A frequéncia da infeccéo por piroplasmideos é muito menor em felinos
do que nos caninos, porém essa infeccdo pode ser fatal nos felinos selvagens e domésticos
(Munson et al, 2008), principalmente quando associada a outros patégenos como Mycoplasma
spp ou viroses como FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) ou FeLV (Virus da Leucemia
Felina) (Criado Fornelio, 2012). Os sinais clinicos da infeccdo por piroplasmideos nos felinos
sdo inespecificos como febre, letargia, anorexia e anemia, o que leva muitas vezes a serem
confundidos com infeccdo por Mycoplasma spp (Schoeman et al, 2001, Carli et al, 2012).

Aparentemente ndo ha potencial zoondtico no que diz respeito as piroplasmoses felinas,



embora alguns autores apontem a necessidade de mais estudos nessa area, principalmente no

que diz respeito a Babesia (Theileria) annae (Camacho et al, 2001, Camacho et al, 2002).

Varias espécies de piroplasmideos ja foram descritas nos felinos baseados em
critérios morfoldgicos ou moleculares (Penzhorn, 2006, Solano-Gallego and Baneth, 2011), e
sua distribuicdo geografica mundial é variada, assim como a espécie de hospedeiro (Criado-
Fornelio et al., 2003a e b), sendo a maioria dos relatos casos de Babesia spp descritos em
regides da Africa (Penzhorn, 2004; Schoelman et al 2001) e de casos de Cytauxzoon spp nos
EUA (Hoover et al, 1994, Brown et al, 2008, Birkenheur et al, 2008). Novas técnicas de
diagnostico molecular tem sido e empregadas e merecem mais estudos especialmente por ser
um meio diagnostico mais sensivel e especifico quando comparado a microscopia em
esfregaco sanguineo, principalmente no caso de portadores assintomaticos (Foreyt, 1989,
Criado-Fornelio et al., 2004)

No Brasil, com exce¢do dos hemoplasmas, os hemoparasitas de gatos
domésticos sdo pouco estudados e relatados, principalmente o0s piroplasmideos.
Possivelmente isso se deve a menor predisposicdo da espécie felina a infestacdo por

carrapatos, os artropodes vetores desses parasitas.

1.1 Objetivos Gerais
Determinar a ocorréncia da infecgdo por piroplasmideos em felinos domésticos do Distrito
Federal

1.2 Objetivos Especificos
1.2.1.1 Identificar a infeccdo por piroplasmas em felinos domésticos por meio da PCR
1.2.1.2 Identificar as possiveis alteracdes laboratoriais e sinais clinicos, e também fatores de

risco envolvidos nessas infec¢oes.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracdes sobre morfologia, ciclo de vida e taxonomia

Piroplasmideos sdo protozoarios membros do filo Apicomplexa, cujas maiores
familias sdo Babesidae e Theileridae, e parasitam células sanguineas dos animais vertebrados
(Levine, 1985, Allsopp et al, 1994). Dentre os piroplasmideos, varias espécies ja foram
relatadas em felinos e merecem mais estudos, tais como Babesia felis; Babesia cati; Babesia
herpailuri; Babesia pantherae; Babesia leo; Babesia canis e Cytauxzoon felis (Baneth et al.,
2004; Bourdeau, 1996). Algumas espécies de piroplasmideos ja relatadas na literatura estao
apresentadas no Quadro 1 (Criado Fornelio, 2012). Cytauxzoon felis € um protozoario
pertencente a familia Theileridae primeiramente descrito no Missouri-EUA em 1976 (Wagner
JE, 1976) parasitando células sanguineas de linces (Lynx rufus) (Glenn et al, 1983), gatos
domésticos (Wagner, 1985), e outros felideos selvagens, e é responsavel por consideravel taxa
de mortalidade e morbidade (Cohn, 2011).

Babesia spp, Theileria spp, e Cytauxzoon spp podem ser classificados como
espécies pequenas ( < 1.5 um) ou grandes (> 1.5 um) baseados no seu aspecto quando o
parasita € visualizado dentro dos eritrécitos de seus hospedeiros. A maioria das Babesias
felinas, no entanto, ndo formam cruz de Malta dentro das células sanguineas (Criado Fornelio,
2012)

O ciclo de vida dos piroplasmideos envolvem dois tipos de hospedeiros,
hospedeiros definitivos e intermediarios. Artropodes da ordem Ixotida (carrapatos) atuam

como hospedeiros definitivos no caso da babesiose felina, introduzindo os esporozoitos dos



piroplasmas no sangue do hospedeiro intermediario durante a picada. Esses esporozoitos
penetram nos eritrocitos dos hospedeiros onde se reproduzem assexuadamente (Criado
Fornelio, 2012). Ja o Cytauxzoon felis e demais microorganismos da ordem Theileria possuem
uma fase pré-eritrocitaria, considerada a fase aguda da infec¢do, que comeca com a replicacao
do esquizogeno nas células mononucleares do hospedeiro, sendo os macréfagos os mais
comumente infectados (Susta et al, 2009). Os macrdfagos distendidos pelo esquizonte podem
levar a obstrucdo da microvasculatura com a consequente faléncia dos orgéos. As células
mononucleares se rompem liberando 0os merozoitos que por sua vez sdo incorporados pelos
eritrocitos assim como os demais piroplasmas (Cohn and Birkenheur, 2011). Ha relato de
transmissdo transestadial e transovarial nos hospedeiros definitivos no que diz respeito a
Babesia spp, porém ndo foi descrita transmissdo transovarial para nenhuma espécie de
Theileria ou Cytauxzoon. Esses tipos de transmissao favorecem varias geracfes de vetores a

carrearem os hemoparasitas (Solano-Gallego and Baneth, 2011).

Ha espécies de Theileria relatadas em felinos, como T. annae (Criado-Fornelio
et al., 2003a), porém ainda ndo ha um consenso sobre esse microorganismo pertencer a
familia Theileridae (Goethert, 2003). Esta espécie de piroplasma identificada como Theileria
annae foi descrita em felinos da Europa (Criado- Fornelio 2003, Pennisi et al, 2007), porém
anos antes aparentemente o mesmo parasita também foi descrito como uma espécie de
Babesia microti-like infectando um céo europeu (Zahler et al, 2000). A classificagdo deste
microorganismo como T. annae é controversa pois parece nao haver uma fase infectante
linfocitaria como é comum aos microorganismos da ordem Theileria (Goethert and Telford,
2003). Logo, a denominagdo desse microorganismo como “Babesia microti-like” tem sido
usada desde entdo em vérios estudos e artigos. Ainda assim o0 uso dessas denominagdes tém
gerado duvidas, principalmente apds um estudo em que foi sequenciado o gene 18S rRNA de
uma B. microti-like isolada de pequenos mamiferos no Japdo mostrando apenas 95-97% de
semelhanca com T. annae (Saito-Ito et al., 2004; Tsuji et al., 2006), sugerindo entdo tratar-se
de microorganismos diferentes. No entanto, varios autores sugerem que com o0 propdsito de
se evitar possiveis confusfes no futuro em relacdo a identificacdo deste microorganismos, T.

annae deve ser chamada de B. annae (Clancey 2010, Criado Fornelio, 2012).



2.2 Patogenia

A apresentacdo clinica da infeccdo por piroplasmideos em felinos é variavel, e
muito do que se sabe diz respeito apenas aos estudos da infeccdo por Babesia felis e
Cytauxzoon spp (Criado fornelio, 2012). A presenca de espécies de babesia tipicas de cdes é
detectada esporadicamente nos gatos domésticos por técnicas moleculares, normalmente sem

evidéncias de sintomatologia clinica (Criado Fornelio et al, 2003b).

Um caso de infeccdo por B. cati em gato (Felis Catus) selvagem foi relatado na
india, onde a Unica alteragdo sistémica encontrada foi pirexia e infestagdo por alguns
carrapatos do género Haemophysalis sp. (Mudaliar, 1950). Uma forma maior de babesia, B.
canis presentii foi descrita em um gato de Israel coinfectado com FIV e “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” e negativo para Mycoplasma haemofelis. Esse animal
apresentava febre, ictericia, anemia normocitica normocrémica moderada, trombocitopenia e
aumento da atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT). Os sinais clinicos cessaram
12 dias apos inicio do tratamento com imidocarb, doxiciclina e terapia de suporte, protocolo

terapéutico comumente utilizado para infecgéo por Babesia spp (Baneth et al, 2004).

A maior ocorréncia da Babesiose felina é por B. felis, uma babesia de pequena
dimensdo no que diz respeito a morfologia, e relatada na Africa do Sul. As manifestacdes
clinicas incluem principalmente ictericia, anemia, anorexia e letargia (Penzhorn, 2004;
Schoelman et al 2001). Diferentemente do que se sabe sobre a infec¢cdo por Cytauxzoon felis,

pirexia ndo é um achado comum na Babesiose felina (Futter and Belonje, 1980a).

Os parametros hematologicos frequentemente alterados nos casos de infec¢do
por B. felis sdo diminuigdo do hematdcrito e nimero de eritrécitos (Futter and Belonje, 1980b;
Schoeman et al., 2001). Trombocitopenia, leucopenia e leucocitose também foram relatadas,

porém em menor frequéncia (Schoeman et al., 2001, Baneth et al, 2004).

Ja o Cytauxzoon felis € conhecido por causar consideravel morbidade e
mortalidade entre os gatos domésticos (Kier et al, 1982). Os animais infectados apresentam
febre e uma variedade de sinais clinicos podendo variar entre letargia e anorexia, dispnéia
severa, faléncia multipla de 6rgédos, pancitopenia e morte (Wagner et al, 1980, Greene et al
1999, Criado Fornelio et al 2004,). Todavia, ha relatos de animais infectados com C. felis que

nunca manifestaram sintomatologia clinica (Meinkoth et al, 2000). Brown (2010) relatou



ocorréncia de felinos domésticos assintométicos persistentemente infectados por C. felis,

sugerindo que esses felinos tornam-se reservatorios desse parasita.

AlteracBes histopatoldgicas foram relatadas em casos de infeccdo por C. felis
em gatos domeésticos, revelando acometimento de 6rgdos e tecidos principalmente baco,
figado e pulmdo. Essas alteracdes ocorrem devido a oclusdo da microvasculatura desses

orgdos por macréfagos parasitados (Susta et al, 2009, Snider et al, 2010).

Vérias alteracdes nos parametros bioguimicos também foram relatadas em
infecgdes por piroplasmideos incluindo aumento sérico de ALT, Gama Glutamina Transferase
(GGT), Fosfatase Alcalina (FA), e Lactato Desidrogenase (LDH). Essas alteracdes
bioquimicas acontecem em decorréncia do acometimento do figado e outros tecidos (Criado
Fornelio, 2012). Em um estudo envolvendo 56 gatos infectados com B. felis, 80% desses
animais tinham menos de 3 anos de idade, 86% apresentavam hiperbilirrubinemia, 89%
aumento da atividade da enzima ALT e a grande maioria apresentava anemia macrocitica
normocrémica. Nesse estudo 32% dos gatos infectados eram positivos para o Virus da
Leucemia Felina (FeLV) e 14% positivos para o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)
(Schoeman et al, 2001).

O prognostico da infecgdo por piroplasmideos nos felinos torna-se reservado
quando ha presenca de patdgenos concomitantes como Mycoplasma haemofelis, M.
haemominutum, assim como infec¢do concomitante pelo Virus da Leucemia Felina e Virus da
Imunodeficiéncia Felina (Baneth et al., 1998; Schoemann et al., 2001; Criado-Fornelio et al.,
2003a; Baneth et al., 2004, Kumar et al., 2008, Carli et al., 2012).

Nos gatos que sobrevivem a infeccdo inicial, os piroplasmideos podem persistir
dentro dos eritrdcitos durante toda a vida do animal (Brown et al, 2008). Esses portadores
cronicos sdo capazes de transmitir a infeccdo para outros animais através da picada dos

carrapatos vetores (Reichard et al, 2010).

Alguns achados clinicos relacionados com a espécie de piroplasma infectante

estdo relatados no quadro 1.



Quadro 1: Resumo de achados clinicos publicados em relatos de piroplasmose felina

Publicacao/Pais

Hospedeiro/Piroplasma

Sinais

Clinicos/Achados

Co-infeccdes

Mudaliar et al., (1950) | Gato doméstico / Babesia Febre Nenhuma
— India sp
Stewart et al., (1980) - | Gato doméstico / Babesia | Anemia, neutrofilia. Nenhuma

Africa do Sul

sp

Hoover et al., (1994) -
EUA

Gato doméstico/

Cytauxzoon

Anemia, letargia,
anorexia, ictericia,
desidratacdo, Aumento
de ALT e bilirubinas

Né&o investigado

Schoeman et al.,
(2001) — Africa do Sul

Gato doméstico/ B. felis

Apatia, anemia,
trombocitopenia,
Aumento de ALT,
ALP, ureia, creatinina
e bilirrubina. Ictericia
e anorexia foram os

menos comuns

>10% co-infectado
com Mycoplasma sp,
FeLV ou FIV

Baneth et al., (2004) -
Israel

Gato doméstico / B. canis

presentii

Febre, ictericia,
letargia, anemia,
hematdria,
trombocitopenia,
leucopenia, aumento
de ALT, LDH e CK

FIV

Birkenheuer et al.,
(2006b) — EUA

Gato doméstico/

Cytauxzoon felis

Febre, ictericia,

pancitopenia.

Né&o investigado

Weisman et al., (2007) | Gato doméstico/ C. felis Aborto Nenhuma
-EUA
Harvey et al., (2007) — | Puma/ C. felis Anemia, aumento de Nenhuma

EUA

ALT, AST e
Bilirrubinas

Snider et al., (2010)

Gato doméstico/ C. felis

Dispnéia, febre,
ictericia, anorexia e

letargia

Nao investigado

Baraboglia (2011)
Argentina

Gato doméstico / C. felis

Febre, anorexia, apatia,

anemia, hematuria

Mycoplasma sp




Carli et al., (2012) Gato doméstico/ Febre, anemia, FIvV
Italia Cytauxzoon sp diarréia, vomitos,
depressdo, anorexia,
ictericia, sinais
neurolégicos Aumento
de GGT, bilirrubina e

uréia.

Adaptado de Criado Fornelio, 2012

2.3 Diagndstico

2.3.1 Microscopia

O meio diagnéstico mais utilizado para babesiose felina continua sendo a
visualizacdo microscopica destes piroplasmideos em esfregacos sanguineos (Foreyt, 1989).
Porém, este € um método pouco sensivel, particularmente no caso de portadores
assintomaticos e em baixas parasitemias (Carli et al., 2012, Simking et al., 2010 ), tornando-se
um método muitas vezes falho em detectar os piroplasmideos (CriadoFornelio et al., 2003a,b).
Alguns estudos indicam que a deteccdo de piroplasmideos por microscopia em cées € mais
fidedigna quando o sangue é obtido de vasos capilares (Bohm et al.,2006), e 0 mesmo

provavelmente se aplica aos felinos (Schoemann et al., 2001).

2.3.2 Sorologia

Testes sorolégicos para deteccdo de piroplasmideos nos felinos foram descritos
experimentalmente utilizando a técnica de reacdo de imunofluorescéncia indireta para
deteccdo de anticorpos anti-C.felis (Shindel, 1978; Cowell et al., 1988; Filoni et al., 2012) e
anti-B.felis (L6épez-Rebollar et al.,, 1999). Contudo, esses testes ndo estdo disponiveis
comercialmente. Ademais, devido a progressao rapida da doenca quando essa leva ao 6bito do
animal, os anticorpos anti-Cytauxzoon podem nédo ser detectaveis nos estagios iniciais da
infeccdo (Birkenheuer 2006).



2.3.3 Diagnostico molecular

As técnicas de diagnostico molecular para deteccdo de hemoparasitas sdo bem
descritas e mais sensiveis em relacdo a identificacdo do parasita por meio de microscopia,
pois permitem a identificacio de organismos geneticamente diferentes, porém

morfologicamente indistinguiveis (Birkenheur et al, 2003, Penzhorn, 2006).

Um estudo em Bangkok, Tailandia, comparou a sensibilidade da microscopia
em relacdo ao diagndstico molecular na deteccdo de piroplasmas felinos. Nesse estudo, 1490
amostras de gatos de vida livre foram analisadas por microscopia Optica do esfregaco
sanguineo, e somente dois felinos apresentaram resultado positivo na deteccdo de
piroplasmas, sendo esses dois confirmados por meio da PCR. Posteriormente foram feitas
PCR do sangue desses 1490 animais sendo 21 positivos. Ap6s sequenciamento genético,
todos os resultados positivos tratavam-se de Babesia vangeli. (Simking et al, 2010)

O gene 18S rRNA tem sido o gene de eleicdo para deteccdo de piroplasmideos
(e também de outros microorganismos) em felinos, por meio de técnicas de diagndstico
molecular. Allsopp et al (1994) foram o0s primeiros autores a sequenciar o gene 18S rRNA de
um piroplasmideo em felino, no caso C. felis. Meinkot et al (2000) utilizaram técnicas
moleculares envolvendo o mesmo gene para estudar felinos persistentemente infectados com
C. felis nos EUA. Os oligonucleotideos desenvolvidos por Meinkoth et al (2000) foram
utilizados com sucesso em outros estudos para diagnosticar infeccdo por Cytauxzoon sp,
porém por se tratar de oligonucleotideos que amplificam varios piroplasmas, a identificacdo
do parasita torna-se necessaria por meio do sequenciamento genético do DNA para
confirmacéo da espécie do microorganismo (Reichard et al., 2005, Millan et al., 2007 e 2009).

Penzhorn et al (2001) realizaram estudo na Africa do Sul onde foi realizada
PCR e sequenciamento genético para identificacdo de animais infectados com B. leo e B. felis,
guando em estudo anterior um novo parasita, no caso B. Leo, tinha sido relatado através da

técnica de microscopia (Lopez-Rebollar et al., 1999).

Um estudo molecular conduzido por Criado Fornelio et al (2003) relatou a
infeccdo por Babesia canis canis e Babesia (Theileria) annae em gatos domésticos de
Portugal. Esse estudo encontrou 4 gatos positivos de um total de 16 gatos testados. O

sequenciamento genético foi feito indicando 3 gatos infectados com B. canis canis sendo um
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desses trés também infectado com Theileria annae, e um gato infectado apenas com Theileria
annae. Desses 4 gatos positivos, apenas um manifestava sintomatologia clinica compativel
com infeccdo por piroplasmas (Criado Fornelio et al, 2003b). Uma subespécie de babesia
relaciona a B. canis canis, B. canis presentii, foi relatada por Baneth et al (2004) em gatos

domésticos de Israel.

Diversos ensaios de PCR tém sido usados para estudo de infeccdo por
piroplasmideos em felinos. Um ensaio de PCR publicado por Birkenheuer et al., (2006a) foi
desenvolvido para deteccdo apenas de C. felis, e devido ao elevado grau de especificidade
esse ensaio ndo detecta outros piroplasmideos além de C. felis. Os oligonucleotideos PIRO F/
PIRO R, primeiramente desenvolvidos por Ano et al., (2001) para deteccdo de piroplasmideos
em cdes, foram usados com sucesso para 0 mesmo fim em gatos domésticos (Simking et al.,
2010).

Algumas espécies de piroplasmas ja descritas e 0 método diagnostico do estudo

estdo resumidas no Quadro 2:



Quadro 2: Algumas espécies de piroplasmas ja descritas e os métodos diagndsticos

utilizados.
Espécie Tamanho / Cruz de | Método diagnostico Publicacao- pais
Malta

Babesia cati Grande/Nao Gato selvagem (Felis Mudaliar et al., (1950)
Catus) / Microscopia India

B. herpailuri Grande/Nao Herpailurus jaguarundi | Dennig, (1967) —
/ Microscopia Venezuela

B. pantherae Grande/Nao Panthera pardus / Dennig et al., (1972) -

Microscopia Kénia

B. canis vogeli N&o observado por Gato doméstico / RLB Georges et al., (2008) -

microscopia + sequenciamento Trinidade

B. canis vogeli Grande/Nao Gato doméstico Simking et al., (2010) -
/Microscopia + Tailandia
seguenciamento

B. felis = Babesiella Pequena/Sim Felis sylvestris / Davis, (1929) — Sudan

felis? (Carpano, 1934) Microscopia (Davis, and Penzhorn et al.,
1929) e sequenciamento | (2001) — Africa do Sul
(Penzhorn et al., 2001).

B. leo Pequena/Sim Panthera leo / Penzhorn et al., (2001)
Microscopia + — Africa do Sul
seguenciamento

Cytauxzoon felis Pequena/Néo Gato Domeéstico / Wagner, (1976) - EUA
Microscopia

Cytauxzoon sp Pequena/Néo Gato doméstico / Criado-Fornelio et al.,
sequenciamento (2004) and Millan et al.,
(Criado-Fornelio etal., | (2007) - Espanha
(2004) Microscopia +
sequenciamento(Millan
etal., (2007)

C. manul Pequena/Néo Otocolobus manul / Reichard et al., (2005) -
Microscopia+ Mongolia
sequenciamento

Babesia sp Pequena/N&o Puma concolor / Yabsley et al., (2006) -
Microscopia + EUA
sequenciamento

B. canis presentii Pequena/Né&o Gato doméstico / Baneth et al., (2004) —

Microscopia +

sequenciamento

Israel

11
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B. canis canis N&o observado por Domestic cat / Criado Fornelio et al.,
microscopia Sequenciamento (2003a) - Espanha
Babesia (Theileria) N&o observado por Gato domeéstico / Criado-Fornelio et al.,
annae (B. microti-like) | microscopia Sequenciamento (2003a) - Portugal
B. lengau Pequena/Né&o Acinonyx jubatus / Bosman et al., (2010) —
Microscopia + Africa do Sul
sequenciamento

Adaptado de Criado Fornelio, 2012

2.4 Epizootiologia

A frequéncia da babesiose felina é considerada irregular. Casos de infeccéo de
felinos domésticos por Babesia spp foram descritos em varios paises do mundo incluindo
Franca (Leger et al, 1992), Alemanha (Moik & Goethe, 1997), Tailandia (Jittapalapong e
Jansawan,1993) e Zimbabwe (Stewart, 1980), porém nesses relatos o hemoparasita foi
identificado por meio de microscopia em esfregaco sanguineo e nao foi possivel identificar os

subtipos de babesias.

A babesiose felina ocasionada por B. felis tem sido mais relatada e estudada em
paises africanos, onde parece haver uma frequéncia maior desse microorganismo (Penzhorn,
2004; Schoelman et al 2001). Nos felideos silvestres foram descritos varios outros tipos de
babesia incluindo Babesia hepailure (Denning, 1967), Babesia phanterae (Denning, 1972),
Babesia leo (Penzhorn, 2001) e um piroplasmideo ndo identificado em um guepardo
(Acinonyx jubatus) (Averbeck, 1990).

Nos felinos europeus, a frequéncia da infecgdo por piroplasmas varia de 0 a
20% segundo trabalhos publicados (Millan et al., 2009; Criado-Fornelio et al., 2003a, 2004,
2009b; Pennisi et al., 2007 and Carli et al., 2012). Essa grande variabilidade pode ser devida
as variacOes de espécies dos microorganismos, fatores climaticos e/ou geograficos ou surtos
epidemioldgicos. Frequéncias altas foram encontradas em estudos tanto de areas néo tropicais,
como de areas tropicais (Millan et al., 2007 and 2009, Criado fornelio, 2012). A frequéncia de
infeccdo por B. canis vogelis em gatos domésticos na Tailandia mostrou-se similar a

frequéncia registrada na Europa (Simking et al, 2010). Outros estudos em felideos silvestres
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de &reas tropicais encontraram prevaléncia variando de 3,7 a 100% (André et al., 2011,
Widmer, 2009).

O Cytauxzoon felis foi primeiramente descrito no Missouri-EUA em 1976
(Wagner JE, 1976) e varios artigos ja descreveram a infeccdo desse parasita em felinos norte
americanos, onde parece haver influéncia climatica para a infeccdo (final da primavera e
inicio do outono), assim como a susceptibilidade desses felinos as picadas dos carrapatos
vetores (Reichard et al., 2008, 2009).

Recentemente foi relatado no municipio de Areal, Rio de Janeiro, o primeiro
caso no Brasil de infeccdo por C. felis em felino doméstico confirmado por técnicas
moleculares (Maia et al, 2013). Outros estudos confirmaram por técnicas moleculares a
ocorréncia natural de C. felis em felideos selvagens brasileiros (Peixoto et al., 2007; André et
al., 2009; Filoni et al., 2012). Anteriormente 0s poucos trabalhos publicados sobre a
ocorréncia de C. felis no Brasil baseavam-se na confirmacdo do hemoparasita por meio da

visualizagdo em esfregacos sanguineos (Mendes de Almeida et al., 2007).

No que se refere aos hospedeiros vertebrados dos piroplasmas felinos, sugere-
se que alguns desses hematozoarios sdo capazes de infectar uma grande variedade de espécies
de hospedeiros, e outros uma menor variedade. Cytauxzoon spp, por exemplo, pode parasitar
espeécies de felideos silvestres e domésticos, enquanto outros piroplasmideos podem parasitar,
além dos felideos, varias outras espécies de mamiferos. Exemplos de espécies que parasitam
outros tipos de mamiferos além de felideos sdo B. leo e espécies relacionadas, assim como
Babesia (Theileria) annae e a maioria das espécies relacionadas a B. canis com excegéo

talvez de B. canis rossi (Criado Fornelio, 2012).

A habilidade de sobreviver em diferentes hospedeiros € favorecida por fatores
bioldgicos tanto do microorganismo patégeno como do artropode vetor. Os artropodes com
capacidade de parasitar varias espécies de mamiferos podem facilitar a disseminagdo dos
hematozoéarios (Harbison e Clayton, 2011), embora varios outros fatores estejam envolvidos

nessa disseminacéo.

A informacdo disponivel sobre os vetores dos piroplasmas felinos é escassa.
Acredita-se que C. felis seja transmitido por espécies de Dermacentor sp (Blouin et al., 1984),
embora estudos recentes sugiram que o carrapato Amblyomma americanum possa atuar

também como hospedeiro definitivo desse microorganismo nos EUA (Reichard et al., 2009
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and 2010). Sabe-se que B. canis canis e B. canis presentii também podem ser transmitidas
pelas espécies de Dermacentor (Criado-Fornelio et al., 2003a; Baneth et al., 2004), enquanto
B. canis vogeli pode ser transmitida pelo Riphicepalus sanguineus (Simking et al., 2010). Na
Europa, o carrapato Dermacentor marginatus é conhecido por ser o artrépode vetor do
Cytauxzoon spp. Esse ectoparasita é encontrado em uma grande variedade de mamiferos
(Hopla et al., 1994) porém o Cytauxzoon spp foi encontrado em gatos e linces europeus, mas
nunca em cées ou raposas (Criado-Fornelio et al., 2003a, 2004, 2006, 2007 and 2009b; Millan
et al., 2007; Giménez et al., 2009; Dezdek et al., 2010; Carli et al., 2012). Isso sugere que 0
Cytauxzoon spp na Europa possui restrita especificidade para o hospedeiro vertebrado, no
caso os felideos, ndo sendo capaz de sobreviver em canideos e isso também pode ser verdade
para C. felis nos EUA. Babesia (Theileria) annae na Europa pode ser transmitida por diversas
espécies de carrapatos, inclusive R. sanguineus (Camacho et al., 2003; Sun et al., 2008;
Cassini et al., 2009; lori et al., 2010). Ja os vetores da babesiose felina na Africa do Sul e
América do Sul ndo sdo conhecidos (Penzhorn et al., 2004; Dantas-Torres et al., 2008;
Widmer, 2009; André et al., 2011).

Criado Fornelio (2012) fez uma compilacdo da distribuicdo geografica das
espécies de piroplasmas felinos relatados em estudos publicados. A compilacdo englobou
felinos domesticos e selvagens, enfatizando os relatos em que o diagndstico baseou-se nos

meios moleculares (Figural).

- Cytauxzoon sp /
C. felis 72- Babesia annag /
B. canis canis and )

Babesia sp’ . o
B. canis presentii
C. manul - B. canis vogeli
BE. pantherae - Babesia sp
B. canis vogeli . B. felis
B.leo B.led,
B. herpailuni B. lengau
?
C. felis

Figura 1: Distribuicdo geogréfica aproximada por continente dos piroplasmas felinos

descritos na literatura. Adaptada de Criado Fornelio, 2012.
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CAPITULO 2

PIROPLASMIDEOS EM GATOS DOMESTICOS RESIDENTES NO DISTRITO
FEDERAL

1. RESUMO

A infeccdo por piroplasmideos nos felinos sdo consideradas doencgas emergentes, relatadas no
mundo todo, porém relativamente pouco estudadas. Os animais infectados com piroplasmas
podem manifestar doenca clinica decorrente da infeccdo, ou serem assintomaticos. O gene
18S rRNA tem sido o gene de elei¢do para detecgdo de piroplasmideos em felinos, por meio
de técnicas de diagndstico molecular. O presente trabalho teve por objetivos determinar a
ocorréncia da infec¢do por piroplasmideos nos felinos domésticos do Distrito Federal por
meio da PCR, assim como identificar as possiveis alteracdes laboratoriais, sintomatologia
clinica e também fatores de risco envolvidos nessas infec¢fes. Foram avaliados 165 gatos
domésticos (Felis Catus), sendo 143 provenientes de clinicas veterinarias particulares do DF
e 22 provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.
Por meio da PCR, 31,09% dos animais testados estavam infectados por piroplasmideos. Em
relacdo aos achados laboratoriais ndo houve diferenca (p>0,05) entre o grupo de animais
positivos e negativos na PCR, com exce¢do da mensuracao da uréia plasmética. A maioria dos
animais positivos foi assintomatica ou possuia sintomatologia ndo relacionada a infec¢do por

piroplasmideos. Esse estudo sugere que os felinos podem ser potenciais portadores desses
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microorganismos e/ou que as espécies de piroplasmas encontradas na amostragem podem ser

espécies de baixa patogenicidade para os gatos domésticos.

Palavras chave: 1.Piroplasmideos 2. Felinos 3. PCR 4. Hematologia 5.Bioquimica
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2. ABSTRACT

Despite being considered an emergent disease and being reported worldwide, little is known
about piroplasm infections in felines. Animals infected with piroplasms may present clinical
manifestations or may be asymptomatic. The 18S rRNA gene is used as marker gene for
piroplasm detection in felines by means of molecular diagnostic tools. The goal of the present
study was to analyze the occurrence of piroplasm infections in domestic felines from Distrito
Federal (DF - Brazil) using PCR amplification of the 18S rRNA gene, as well as to identify
possible alteration in laboratorial analysis, clinical symptoms and risk factors involved in
these infections. We have analyzed 164 domestic cats (Felis Catus), 142 from them were
admitted to private veterinary clinics in DF and 22 were admitted to Universidade de
Brasilia’s veterinary hospital. The PCR showed that 31,09% of the tested animals were
infected by piroplasms. When comparing laboratorial tests results from positive and negative
for the piroplasm in PCRs, no statistically significant differences were found (p>0.05), with
exception of the plasm urea. Most of the positive animals were asymptomatic or presented
symptoms not related with the piroplasm infections. This study suggests that felines may be
asymptomatic carriers of these microorganisms and/or that the piroplasm species found in the

samples may present low pathogenicity in domestic cats.

Key Words: 1.Piroplasmids 2. Felines 3. PCR 4. Hematology 5.Biochemistry
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3.INTRODUCAO

Piroplasmideos sdo protozoarios que possuem ciclo de vida complexo
envolvendo dois tipos de hospedeiros, os hospedeiros definitivos (carrapatos vetores) e 0s
hospedeiros intermediérios (varias espécies de animais vertebrados incluindo os felideos
selvagens e felinos domésticos) (Carli et al, 2012). As maiores familias desse filo sédo
Babesidae e Theileridae, cujos microorganismos sdo transmitidos pela picada do artropode
vetor, e parasitam majoritariamente os mamiferos. Alguns parasitas desses géneros sao
considerados ndo patogénicos e outros causam enfermidades severas nos animais domésticos

e no homem (Allsopp et al, 1994).

Os primeiros casos de infeccdo por Babesia spp foram descritos em ruminantes
na Romania no final do século XIX (Uilenberg, 1889), porém nos felinos os primeiros relatos
ocorreram muito tempo depois, sendo o primeiro em um gato selvagem (Felis ocreata) do
Sudao (Davis, 1929). A frequéncia da infeccéo por piroplasmideos é muito menor em felinos
do que nos caninos, porém essa infeccdo pode ser fatal nos felinos selvagens e domésticos
(Munson et al, 2008), principalmente quando associada a outros patégenos como Mycoplasma
spp ou viroses como FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) ou FeLV (Virus da Leucemia
Felina) (Criado Fornelio, 2012). Os sinais clinicos da infeccdo por piroplasmideos nos felinos
sdo inespecificos como febre, letargia, anorexia e anemia, 0 que leva muitas vezes a serem
confundidos com infeccdo por Mycoplasma spp (Schoeman et al, 2001, Carli et al, 2012).
Aparentemente ndo ha potencial zoondtico no que diz respeito as piroplasmoses felinas,
embora alguns autores apontem a necessidade de mais estudos nessa area, principalmente no

que diz respeito a Babesia (Theileria) annae (Camacho et al, 2001, Camacho et al, 2002).

Vérias especies de piroplasmideos ja foram descritas nos felinos baseados em

critérios morfoldgicos ou moleculares (Penzhorn, 2006, Solano-Gallego and Baneth, 2011), e
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sua distribuicdo geogréfica mundial é variada, assim como a espécie de hospedeiro (Criado-
Fornelio et al., 2003a e b), sendo a maioria dos relatos casos de Babesia spp descritos em
regides da Africa (Penzhorn, 2004; Schoelman et al 2001) e de casos de Cytauxzoon spp nos
EUA (Hoover et al, 1994, Brown et al, 2008, Birkenheur et al, 2008). Novas técnicas de
diagnostico molecular tem sido e empregadas e merecem mais estudos especialmente por ser
um meio diagnostico mais sensivel e especifico quando comparado & microscopia em
esfregaco sanguineo, principalmente no caso de portadores assintomaticos (Foreyt, 1989,
Criado-Fornelio et al., 2004)

No Brasil, com excecdo dos hemoplasmas, os hemoparasitas de gatos
domésticos sdo pouco estudados e relatados, principalmente os piroplasmideos.
Possivelmente isso se deve a menor predisposicdo da espécie felina a infestacdo por
carrapatos, os artropodes vetores desses parasitas.
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4.MATERIAIS E METODOS

Os métodos experimentais desse projeto foram avaliados e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso Animal -CEUA- UnB (Protocolo 40/2017).

4.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de sangue de 164 gatos domésticos (Felis catus)
residentes no Distrito Federal, sendo 142 provenientes de clinicas veterinarias particulares do
DF (Mundo dos Gatos Clinica Veterinaria e consultério Giovanna Mazzoti Medicina Felina) e

22 provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.

Os tutores dos animais preencheram um questiondrio para fins de
conhecimento sobre os habitos de vida do animal (Anexo 1). Os animais foram escolhidos
aleatoriamente, independente de raca, sexo, idade ou condicéo clinica, e classificados em dois
grupos de acordo com o resultado diagndstico do teste molecular (animais positivos e
negativos para o protocolo BTBABE). As amostras de sangue venoso foram colhidas por
puncdo da veia cefalica ou femoral e foram acondicionadas em tubos com EDTA (Acido

etilenodiamino tetra-acético) e sem anticoagulante.
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4.1.1 Realizacdo de hemograma e perfis bioquimicos.

Os exames hematoldgicos foram realizados no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria do HVet-UnB, no Laboratério Citopet —Brasilia DF e no Laboratdrio

Lavet — Brasilia DF, de acordo com a procedéncia do animal e da amostra.

As amostras foram submetidas a contagem celular em contador automatico de
células para uso veterinario (ABC Vet Horiba® ABX diagnostics, Brazil) onde foi
determinada a concentracdo de hemoglobina, nimero de hemaécias, leucécitos e plagquetas. Os
valores do volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram determinados por célculo padrdo. O Volume Globular (VG) foi
determinado pela técnica de micro-hematdcrito com utilizacdo de capilares sem heparina e
micro-centrifuga. As proteinas plasmaticas (PPT) foram determinadas com auxilio de
refratbmetro portatil (modelos SZJ-D e RTP-20 ATC). Foram preparados esfregacos de
sangue total com corante comercial tipo Romanowsky (Panético rapido Instant Prov New
Prov®, Pinhais, Parana, Brazil) para realizacdo do diferencial leucocitario, observagédo

morfoldgica das células sanguineas e pesquisa de hemoparasitas.

Para avaliacdo das analises bioquimicas foi separado soro das amostras
acondicionadas em tubos sem EDTA. Foram utilizados Kkits bioquimicos especificos
(Labtests®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil) seguindo recomendacdes do fabricante e a
leitura foi realizada em um analisador bioquimico semi automaético (Bioplus® Bio2000,
Barueri, Sdo Paulo, Brazil) para avaliacdo dos valores séricos de ureia, creatinina, alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), proteina total (PT), albumina, gama

glutamiltranferase (GGT), e bilirrubinas.

4.1.2 Extracdo do DNA

Até 0 momento da extragdo do DNA total, as amostras de sangue total
acondicionadas nos tubos com EDTA foram armazenadas a 4°C. A partir de 200uL de
sangue foi realizada a extrag&o utilizando kit comercial (Promega Corporation®, W1, EUA)
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seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, as amostras foram mantidas a -
20°C até o momento da realizacéo da PCR.

4.2 Técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Todas as amostras foram submetidas @ PCR para confirmacdo da presenca do
gene que codifica a enzima GAPDH (gliceraldeido-3fosfato desidrogenase), para verificar a
qualidade da extracéo e a integridade do DNA obtido assim como a presenca de inibidores da
PCR. Em seguida as amostras foram submetidas a PCR para o diagndstico dos
piroplasmideos.

A mistura para a PCR da GAPDH foi composta de tampéo 1X de PCR, 10ng
de DNA, MgCL; 1,5mM, 0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogem® Vila Guarani, Sdo
Paulo, Brazil), 1uL de cada oligonucleotideo (10pmol) (tabela 1) e 1,25U de Taq DNA
Polimerase (Invitrogem® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) em um volume final de 25uL. O
protocolo de amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacéo inicial de 95 °C por 5
minutos seguida de 40 ciclos de amplificacdo (94 °C por 30 segundos, 52 °C por 1 minuto e
72 °C por 1 minuto) e extensao final a 72 °C por 5 minutos, de acordo com o descrito em 2003

por Birkenheyer e colaboradores.

A composicdo da mistura da PCR para piroplasmideos foi formada com
tampdo 1X da Taq DNA polimerase (Invitrogem® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1,5mM de
MgCL, , 2nM de cada oligonucleotideo (tabela 1), 0,25mM de dNTP, 1 U de taq DNA
polimerase e cerca de 5ng de DNA da amostra para um volume final de 25uL. O protoloco de
amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos
seguida de 40 ciclos de amplificacdo (94°C por 30 segundos, 48°C por 45 segundos e 72°C

por 45 segundos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a reacdo de PCR para
diagnostico de piroplasmideos com os oligonucleotideos BT1-F e BT1-R (Tabela 1),
previamente desenvolvidos para amplificar uma regido do gene 18S rRNA (aproximadamente
400 pb) comum aos géneros Babesia e Theileria (390pb para Babesia spp, 410pb para

Theileria spp (Criado-Fornelio et al 2003). Todas as amostras foram testadas em duplicata.
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As reagdes foram realizadas em dois termocicladores, no termociclador C1000
thermal cycler, ou no termociclador Biorad MyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em em
gel de agarose a 2.0%, corados com brometo de etidio (Vetec, Sigma-Aldrich® St. Louis, MO)
e observados em transiluminador fluorescente (UV transilluminator®, UVP LLC, Upland,
CA).

Todas as rea¢des da PCR utilizaram agua ultra pura miliQ (estéril e desprovida
de DNA) como controle negativo. Como controle positivo para as PCRs de piroplasmideos
foram utilizadas amostras de dois canideos domésticos naturalmente infectados por Babesia

spp confirmados por meio da microscopia Optica e na PCR.

Os procedimentos de preparacdo dos reagentes, processamento das amostras,
amplificagdo e deteccdo do produto amplificado foram realizados em quatro ambientes
distintos, propriamente localizados no Laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular

(LMPM) do Hospital Veterinario da UnB, para diminuir a possibilidade de contaminacé&o.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nas PCRs, gene de origem, temperatura de melting,

tamanho dos produtos de amplificacdo e referéncia bibliografica

Oligonucleo | Sequéncia do oligonucleotideo  5°- | Temperatura | Gene Tamanho Referéncia
tideo 3’ de melting do produto
(°C) (pb)

BT1-F GGTTGATCCTGCCAGTAGT 48 18SrRNA | 400 Criado-
Fornelio et
al 2003

BT1-R GCCTGCTGCCTT CCTTA 48 18SrRNA | 400 Criado-
Fornelio et
al 2003

GAPDH F CCTTCATTGACCTCAACTACAT | 52 GAPDH 400 Birkenhey
eretal
2003

GAPDH R CCAAAGTTGTCATGGATGACC 52 GAPDH 400 Birkenhey
eretal
2003
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4.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com software (Microsoft Office Excel®) e a
avaliacdo descritiva foi feita por célculo da média e desvio padrdo. O teste t-student com
nivel de significancia de 0,05 foi utilizado para comparar valores médios nos grupos dos

animais positivos e negativos na PCR.
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5. RESULTADOS

Das 165 amostras de sangue total dos gatos domésticos residentes no Distrito
Federal analisadas, nenhuma foi positiva na pesquisa de hemoparasitas em esfregaco
sanguineo, enquanto 51 (30,90%) demonstraram resultados positivos na realizacdo da PCR
(Figura 1) para investigacdo de piroplasmideos utilizando os oligonucleotideos mostrados na
tabela 1.

Os resultados dos animais positivos e negativos por local de procedéncia estao
demonstrados na tabela 2.

Figura 2: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando o resultado da PCR

para piroplasmideos onde: 1-Marcador de peso molecular, 2- Controle negativo (agua), 14 e
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15- controle positivo, 12 e 13- animal positivo, 10 e 11- animal positivo, 8 e 9- animal

positivo

Tabela 2: Resultado da PCR para infeccdo por piroplasmideos por procedéncia dos animais

testados

Local Numero de Positivos | Ndmero de Negativos Total de animais
! (%) 1(%) ! (%)

Hvet Unb 5 (3,03) 17 (10,30) 22 (13,33)

MdG 44 (26,66) 87 (52,72) 131 (79,39)

GMMF 2 (1,21) 10 (6,06) 12 (7,27)

Total 51(30,90) 114 (69,09) 165(100)

Onde Hvet — Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia, MdG — Mundo dos Gatos

Clinica Veterinaria, GMMF — Consultorio Giovana Mazzoti Medicina Felina

Neste caso a maior porcentagem de animais positivos foi achada na Mundos
dos Gatos Clinica Veterinaria apenas devido ao maior numero de amostras terem sido
provenientes desse estabelecimento. Nesse estudo os trés estabelecimentos atenderam felinos
de varias regiGes administrativas do Distrito Federal, ndo havendo diferenca consistente entre
as clinicas particulares e o Hospital Universitario em relacdo a regido de procedéncia dos

pacientes

Como observado na tabela 3, a técnica de PCR se mostrou mais sensivel do

que a visualizacdo do hemoparasita por meio de microscopia optica.

Tabela 3: Sensibilidade dos meios diagndsticos utilizados na identificacdo da infec¢do para
piroplasmideos.

Técnica Animais positivos/ total de | %

animais estudados

Microscopia Gptica 0/165 0

PCR 51/165 30,9

Dos 51 animais positivos na PCR, 8 apresentaram queixa de ectoparasitas por

parte de seus tutores, 10 declararam néo ter observado presenca ou ndo de ectoparasitas, e 33
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declararam ndo haver presenca de ectoparasitas em seus animais. Cabe ressaltar que em
relacdo a presenca de ectoparasitas, apenas 3 animais, dos 51 positivos, apresentaram
ectoparasitas constatados por exame fisico no momento da coleta de sangue. Esses 3 animais

foram declarados portadores de ectoparasitas por seus tutores.

Dos mesmos 51 gatos positivos, 10 possuiam acesso a rua no momento da
realizacdo da pesquisa. Dezoito gatos positivos ja haviam residido na rua ou abrigos, segundo
seus tutores, 6 ndo souberam responder a pergunta e 27 declararam que seus animais nunca

haviam residido na rua ou abrigos (tabelas 4 e 5).

Tabela 4: Queixa de ectoparasitas no momento da consulta, por parte dos tutores dos animais

testados como positivos.

Presenca de ectoparasitas Numero/total %

Sim 8/51 15,68
Né&o 10/51 19,60
Ndo observado 33/51 64,70

Tabela 5: Habitos de vida dos animais positivos, segundo tutores.

Habito de vida NUmero/total %
Acesso a rua 10/51 19,60
Jé residiram na rua ou 18/51 32,79
abrigos

N&o souberam responder 6/51 11,76
Nunca tiveram acesso a rua | 27/51 52,94
ou residiram em abrigo

Em relacdo as coinfeccdes com doencas retrovirais felinas (FIV e FelLV), 33
animais dos 51 positivos foram testados (Teste SNAP FIV/FeLV Combo IDEXX
Laboratories), sendo 4 animais positivos para FeLV, nenhum positivo para FIV, e 29
negativos para FIV e FeLV (Tabela 6).



Tabela 6: Animais positivos coinfectados com doencas retrovirais felinas.

Co-infeccéo NUmero/total testados %
FIV positivos 0/33 0
FeLV positivos 4/33 12,12
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As principais alteracdes hematologicas observadas nos animais positivos estao

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7: Frequéncia dos achados hematolégicos nos hemogramas dos animais positivos

Achados hematoldgicos NUmero/total %
Anemia macrocitica 1/51 1,96
normocrémica

Anemia normocitica 2/51 3,92
normocromica

Leucocitose 6/51 11,76
Leucopenia 5/51 9,80
Neutrofilia 10/51 19,60
Eosinofilia 3/51 5,88
Trombocitopenia 8/51 15,68

Os sinais clinicos que podem ser associados a infeccdo por piroplasmideos

segundo estudos anteriores (Mudaliar et al., 1950, Stewart et al., 1980, Hoover et al., 1994,
Schoeman et al., 2001, Baneth et al., 2004, Birkenheuer et al., 2006b, Harvey et al., 2007,

Snider et al., 2010, Baraboglia 2011, Carli et al., 2012) e apresentados pelos animais positivos

neste estudo estdo descritos na tabela 8.
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Tabela 8: Sinais clinicos ja associados com piroplasmose, e apresentados nos animais

positivos para PCR

Sinais Clinicos NUmero/total %
Anemia 3/51 5,88
Ictericia 2/51 3,92
Pirexia (Febre) 1/51 1,96
Letargia/Apatia 8/51 15,68
Sem sintomatologia 23/51 45,09
Outros sinais clinicos 14/51 27,45

Obs: Outros sinais clinicos compreendem vémitos, diarréia, anorexia, prurido, claudicacéo,

lesBes cutaneas e convulsdes

A tabela 9 demonstra os resultados de média, desvio padrédo e comparacdo dos

valores de hemograma entre 0s grupos de animais positivos e negativos para a PCR de

piroplasmas. As médias dos grupos de animais positivos e negativos ndo apresentaram

diferenca significativa em nenhum parametro.
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Tabela 9: Valores médios, desvio padrdo e resultado do teste t de student (p>0,05) dos
parametros do hemograma completo apresentados entre os grupos de animais positivos e

negativos para infeccdo por piroplasmas por meio da PCR

Parametros Positivos(n=51) Negativos(n=114) Valores POS X

Hematoldgicos | Média DP Média DP de NEG
referéncia | valor p

VG (%) 35,72 +7,29 36,64 +6,65 24-45 0,442

Hemécias 9,47 +12,87 8,25 11,57 5,0-10 0,551

(x10%/ul)

Hemoglobina | 12,11 +2,46 12,34 12,15 8,0-15 0,540

(9/dL)

VCM (fl) 45,25 +6,49 44,34 +2,95 39-55 0,223

CHCM (%) 33,80 +1,59 33,85 11,99 30-36 0,892

Leucdcitos 13.251 +11.812 10.944 +21.395 | 5.500- 0,472

(ul) 19.500

Bastonetes 173,98 +1174,03 | 48,49 177,67 | 0-300 0,272

Segmentados | 9342,90 | £10667,92 | 8323,17 | £7553,39 | 2.500- 0,487
12.500

Linfdcitos 2943,64 | £2206,61 | 2776,56 | £2626,93 | 1.500- 0,693
7.000

Mondcitos (ul) | 148,23 242,27 199,70 +514,58 | 0-850 0,497

Eosindfilos 550,96 647,37 639,71 747,32 | 0-1.500 0,465

(k)

Basofilos 92,23 +293,7 98,03 298,95 | Raros 0,908

Proteinas 7,47 +0,84 7,55 +0,72 6,0-8,0 0,537

(9/dL)
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Plaquetas 299.076 | £149.199 | 303.974 | +128.915 | 195.000 0,832
624.000

Valores de referéncia; Jain, 1993.

A tabela 10 demonstra os resultados de média, desvio padrdo e comparacao dos
valores das analises bioquimicas entre os grupos de animais positivos e negativos para a PCR
de piroplasmas. Nem todos os animais do estudo tiveram exames bioquimicos realizados, o
total de exames bioquimicos realizados por grupo de animais (positivos e negativos) esta

demonstrado na tabela.
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Tabela 10: Valores médios, desvio padréo e resultado do teste t de student das analises
bioguimicas apresentados entre os grupos de animais positivos e negativos para infeccéo por

piroplasmas por meio da PCR

Parametros Positivos(n=51) Negativos(n=114) Valores POS X
bioquimicos | Total de Média DP Total de Média DP de NEG
exames exames referénci | valorp
realizados/ realizados a
total de /total de
positivos negativos
Uréia 8/51 196,25 | +189,26 | 28/114 90,89 +79,32 42,8-64,2 | 0,024*
(mg/dL)
Creatinina | 45/51 2,19 +2.84 97/114 1,56 40,92 0,8-1,8 0,053
(mg/dL)
ALT(UI/L) | 29/51 75,06 +62,65 | 71/114 98,18 +140,24 | 6-83 0,396
FA (UI/L) 12/51 77,08 +7530 |40/114 56,79 +111,27 | 25-93 0,557
GGT(UI/L) | 10/51 45 +33 19/114 3,07 +2.62 1-10 0,214
Bilirrubina | 7/51 0,64 40,79 9/114 0,15 40,12 0,1-0,7 0,083
s (mg/dL)
Albumina 7/51 3,18 +1,05 34/114 3,0 +0,8 2,1-3,3 0,793
(g/dL)
Proteinas 7/51 7,67 +1,09 28/114 7,58 40,95 5,4-7,8 0,830
totais
(g/dL)

Valores de referéncia: Kaneko et al, 1997
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Na andlise dos pardmetros bioquimicos, as médias dos grupos de animais
positivos e negativos ndo apresentaram diferenca significativa em nenhum parametro exceto
mensuracdo da uréia (p=0,024). As médias dos valores de FA, GGT, bilirrubinas, aloumina e
proteinas totais permaneceram na faixa dos valores de referéncia em ambos 0s grupos. As
meédias da mensuracdo de uréia permaneceram acima dos valores de referéncia em ambos os
grupos. A média da creatinina apresentou-se acima dos valores de referéncia no grupo dos
animais positivos, enquanto a média da ALT ficou acima dos valores de referéncia no grupo

dos animais negativos.
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6.DISCUSSAO

A ocorréncia de 30,9% de gatos domésticos infectados por piroplasmideos
nesse estudo mostrou-se maior do que aquela encontrada em estudos anteriores da Europa e
Asia (Criado Fornelio et al, 2003; Simking et al, 2010). Simking et al (2010) detectaram a
presenca da espécie de babesia B. vogeli em gatos assintomaticos de Bankok. Essa espécie de
babesia encontrada em cées é conhecida por ser menos patogénica e transmitida pelo vetor
Rhipicephalus sanguineus, principalmente em areas tropicais e subtropicais (Uilemberg et al,
1989). A babesiose canina no Brasil é considerada endémica e tem prevaléncia crescente em
certas areas do pais (Bastos et al, 2004). Sabe-se que B. vogeli é uma espécie considerada
frequente nos casos de babesiose canina no Brasil, ja confirmado por métodos moleculares, e
seu vetor R. sanguineus é altamente adaptado a areas urbanas (Passos et al, 2005), podendo

ser essa espécie responsavel pela alta ocorréncia de animais positivos nesse estudo.

Cabe ressaltar que essa alta ocorréncia pode ter ocorrido devido a amostragem
dos animais ter sido realizada por conveniéncia em hospitais e clinicas veterinarias, onde a
maioria dos pacientes sdo levados para consulta e colheita de exames devido as enfermidades,
0 que pode pode ter aumentado a deteccdo destes agentes infecciosos e influenciado
diretamente os resultados deste estudo. O maior numero de animais positivos achados na
Clinica Veterinaria Mundo dos Gatos foi devido ao maior nimero de amostras de sangue

provenientes de animais atendidos nessa clinica.

Em relacdo a presenca de ectoparasitas ou habito de vida dos animais positivos
(se tem ou ja tiveram acesso a rua, ou residiram na rua ou abrigos onde provavelmente
estariam vulneraveis as picadas dos artropodes vetores), uma porcentagem alta foi encontrada

entre os tutores que declararam que seus animais nao possuiram exposicdo a esses artropodes
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ou ndo souberam responder (tabelas 4 e 5). Essas informacgdes, porém, se mostraram falhas na
correlagdo com a infecgdo por piroplasmas. Essa falha, por exemplo, foi detectada em um
animal positivo da raca Ragdoll onde sua tutora declarou nunca ter havido exposi¢do do
animal a ectoparasitas tampouco acesso do mesmo a rua, porém esse animal apresentava
verminose causada por Dipylidium sp. Sendo esse um endoparasita transmitido aos felinos
pela pulga, sugere-se que esse animal possuiu contato com ectoparasitas, possivelmente no
gatil de onde foi comprado. Esta informacéo foi adquirida diretamente com a tutora deste
animal, ap6s os resultados deste estudo. Esse raciocinio pode ser aplicado aos outros animais
que foram declarados como nunca antes expostos a ectoparasitas ou ambientes onde se

encontram 0S mesmos.

Ainda em relacdo aos hébitos de vida, 52,7% dos animais positivos nesse
estudo tinham acesso a rua ou ja tiveram. Essa porcentagem pode ser ainda mais alta se
consideramos as falhas dos tutores em responder o questionario, e esse achado corrobora com
os resultados achados por Carli et al (2012) que encontraram 30% de prevaléncia de infeccdo
por Cytauxzoon sp. em gatos de vida livre, em contraste com prevaléncia de 10% de infecgédo
pelo mesmo piroplasmideo em gatos de proprietérios, que segundo 0s autores seriam menos

expostos aos fatores de risco da infeccgéo.

H& ainda a possibilidade de transmissdo vertical, que pode justificar alguns
resultados positivos desse estudo. Um estudo relata a ocorréncia da babesiose canina
transmitida via transplacentaria em filhotes de cadela infectada, onde o ébito ocorreu em
periodo inferior ao periodo de incubacdo da B. canis, e os achados de necropsia dos filhotes
sugeriram infeccdo pelo hemoparasita (Breitschwerd et al, 1983). Simdes et al (2011) também
relataram infeccdo por Babesia microti-like em filhote de cdo sem historico de viagens ou

exposicao a ectoparasitas, onde a suspeita de transmissdo vertical foi sugerida.

Na analise dos parametros de hemograma, todas as medias permaneceram na
faixa dos valores de referéncia para a espécie e ndo houve diferenca significativa em nenhum
parametro. Esse resultado pode ser explicado pela possivel infeccdo desses animais positivos
por espécies de piroplasmas menos patogénicas, onde os felinos ndo manifestam
sintomatologia clinica ou alteragdes hematologicas. Muitas vezes no caso de infecgdes por
babesias tipicamente encontradas em cées (Criado Fornelio et al, 2003b), ou por serem
portadores assintomaticos (Brown et al, 2008).
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Dos animais positivos e anémicos nesse estudo (3/51), um estava co-infectado
com FeLV e apresentava anemia hemolitica no momento da coleta do sangue. O mesmo
animal apresentava ectoparasitas, e tinha acesso a rua. Esse animal representa um potencial
caso onde a piroplasmose, associada com outras infeccdes ou doengas concomitantes, no caso
infeccdo pelo FelLV, pode agravar o quadro clinico do mesmo e piorar seu progndstico.
(Schoeman et al, 2001; Baneth et al, 2004, Carli et al, 2012).

Outro animal anémico do estudo também estava co-infectado com FelLV,
porém ndo manifestava sintomatologia clinica e a anemia foi um achado de check up. Esse
animal, porém, residia na rua onde pode ter tido contato com os artropodes vetores da

piroplasmose felina.

O terceiro animal positivo e anémico do estudo estava co-infectado com o virus
da Peritonite Infecciosa Felina, e apresentava insuficiéncia renal aguda em decorréncia da
deposicdo de complexos granulomatosos nos rins, como é comum em casos dessa doenca
viral. O mesmo animal apresentava acesso a rua, onde pode ter tido contato com os artrépodes
vetores da piroplasmose felina. A anemia nesse caso também pode ser atribuida ao proprio

processo inflamatorio (Korman et al, 2013).

Com relacdo ao leucograma, novamente as medias de todos os pardmetros ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de animais positivos e
negativos na PCR. Todos os parametros permaneceram dentro do intervalo de referéncia. Esse
resultado é similiar a relato previamente descrito por Baneth et al (2004) onde foi estudado
um gato portador assintomatico de B. canis sem qualquer alteracdo no hemograma. Schoeman
et al (2001) concluiram em estudo onde foram avaliados parametros hematoldgicos de 56
gatos infectados com B. felis que, ao contrario do cdo, a babesiose felina parece ndo causar
neutrofilia tdo pouco alterar parametros de leucograma, e que as alteracfes de leucograma nos
gatos estudados foram devido a outras afeccBes. O mesmo pode ser concluido neste estudo,
onde as alteragdes individuais dos leucogramas sdo devido a outras causas que ndo a infeccao
por piroplasmas, como por exemplo um animal positivo na PCR que apresentou 83.900
leucdcitos (ul) sendo 73.832 neutréfilos segmentados e 8.390 bastonetes, quadro decorrente
de um colangiocarcinoma com focos de necrose e abscesso pulmonar. Outro estudo realizado
por Carli et al (2012) identificou 28 gatos infectados com Cytauxzoon spp e ndo houve
associacdo significativa com alteragdes laboratoriais, corroborando com os resultados

encontrados no presente estudo.
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Na avaliacdo estatistica das plaquetas, as médias dos grupos dos animais
positivos e negativos foram semelhantes e dentro dos valores de referéncia, ndo havendo
diferenca significativa. Esse resultado pode ser explicado devido a baixa patogenicidade de
espéecies de piroplasmas encontrados nos felinos ja descritos por outros autores (Criado
Fornelio, 2012; Criado Fornelio et al, 2003b; Meinkoth et al, 2000; Brown et al, 2008),
podendo essas mesmas espéecies anteriormente descritas estarem parasitando os animais deste

estudo.

Ainda em relagdo a avaliagdo das plaquetas, quando analisadas
individualmente, observou-se trombocitopenia em oito animais, alteracdo comum em casos de
infeccdo por piroplasmideos em cdes (Furlanello et al,2005). Desses animais, trés gatos
apresentaram agregados plaquetarios como observacdo do hemograma, alteracdo frequente
em felinos devido ao estresse da colheita (Schoeman et al 2001), podendo justificar a
trombocitopenia nesses casos. No entanto, cinco animais trombocitopénicos ndo possuiam
observacao de agregados plaquetarios no hemograma, e a trombocitopenia observada pode ser
decorrente da infeccdo pelos piroplasmas, embora esse ndo seja um achado consistente na
infecgdo por piroplasmideos nos felinos (Schoeman et al., 2001; Baneth et al., 2004). Esses
cinco animais possuiam acesso a rua, dois possuiam relatos de ectoparasitas pelos tutores e
um estava co-infectado com o virus da FelLV, fator que favorece o aparecimento da
sintomatologia da infeccdo pelos piroplasmideos. Também néo foi pesquisada a presenca de
co infec¢do por outros hemoparasitas nesses gatos trombocitopénicos, o que também pode ter
influenciado nesse achado (Schoemann et al., 2001; Baneth et al., 2004, Criado-Fornelio et
al., 2003a, Carli et al., 2012).

Na analise dos parametros bioquimicos, as médias da mensuracdo de uréia
permaneceram acima dos valores de referéncia em ambos 0s grupos enquanto a média da
creatinina apresentou-se acima dos valores de referéncia somente no grupo dos animais
positivos. Foi encontrada diferenca estatistica entre os animais positivos e negativos
(p=0,024) (tabela 10). Esse resultado diverge do resultado encontrado por Schoeman et al
(2001) onde ndo foi encontrado alteracbes significativas nos parametros de avaliacdo da
funcdo renal em felinos infectados com B. felis. Essa divergéncia provavelmente ocorreu
devido aos animais do presente estudo terem doengas concomitantes e ndo somente infeccao
por piroplasmideos. Schoeman et al sugerem ainda que a babesiose felina raramente causa
comprometimento renal, ao contrario do que se sabe sobre a babesiose canina (Jacobson &

Clark, 1994). Carli et al (2012) também n&o encontrou associacao significativa na analise dos
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parametros bioquimicos avaliados em animais assintométicos infectados com Cytauxzoon sp.
na Itdlia, sugerindo ser uma infeccdo menos patogénica do que as infecgbes por C. felis

descritas nos EUA.

Camacho et al (2004) correlacionaram uma alta prevaléncia (36%) de azotemia
em cdes infectados com B. microti-like, sugerindo haver comprometimento renal decorrente
de glomerulonefrite induzida pela infeccdo por esse microorganismo. Essa associacdo, no
entanto, deve ser interpretada com cautela, pois a lesdo renal nesses animais pode ter causa
multifatorial (Camacho et al, 2004; Camacho, 2006).

Nesse estudo, as médias acima dos valores de referéncia podem apresentar um
resultado ndo relacionado a infecgcdo por piroplasmas, uma vez que esses exames geralmente
s0 sdo solicitados pelo médico veterinario quando ha suspeita clinica de enfermidade que
altere esses parametros, como é o caso da mensuracdo da uréia e creatinina nos casos de
doencga renal crbnica, afeccdo relativamente comum em gatos. Novamente, o fato da

amostragem ter sido feita dentro de clinicas veterinarias pode ter induzido esse resultado.

Em relacdo aos sinais clinicos dos animais positivos (tabela 8), sinais clinicos
como anemia, ictericia, pirexia e letargia/apatia foram similares as infeccdes por piroplasmas
em estudos anteriores (Mudaliar et al., 1950, Stewart et al., 1980, Hoover et al., 1994,
Schoeman et al., 2001, Baneth et al., 2004, Birkenheuer et al., 2006b, Harvey et al., 2007,
Snider et al., 2010, Baraboglia 2011, Carli et al., 2012). Contudo, 0s animais assintomaticos
ou com sinais clinicos ndo relacionados a piroplasmose representaram a maioria (52,57%),
corroborando com a hipétese de que, ou 0s animais desse estudo podem estar infectados com
espécies ndo patogénicas de piroplasmas (Criado Fornelio et al 2003b), ou os gatos podem ser
portadores cronicos dos piroplasmas (Brown et al, 2008), ou ambos. Pode-se sugerir também
que a piroplasmose felina pode ser uma doenca onde os felinos ndo apresentam
sintomatologia clinica salvo quando co-infectados com outros agentes (Schoeman et al, 2001;
Baneth et al, 2004, Carli et al, 2012).

Cabe ressaltar que dos dois animais que apresentaram ictericia como sinal
clinico nesse estudo, um foi diagnosticado com lipidose hepética e o outro com Peritonite
Infecciosa Felina, o que explica a causa dessa sintomatologia. O Gnico animal positivo que
apresentou febre estava co-infectado com FelLV, podendo esse sinal ser explicado por um
inicio de quadro de viremia ativa. Quanto aos oito animais que apresentaram letargia e apatia,

esse & um sinal clinico extremamente inespecifico comum a quase todas as doencas dos
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felinos domésticos. Mais uma vez, esse achado pode ter sido devido a amostragem desse
estudo ter sido feita em hospital ou clinicas veterinarias, onde os animais sdo levados na

maioria dos casos devido a presenca de enfermidades.
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7.CONCLUSAO

A infeccéo por piroplasmideos mostrou-se frequente em felinos domésticos do
Distrito Federal, demonstrando uma ocorréncia de 30,90%. No entanto, ndo foram
encontrados achados hematoldgicos significativos em animais positivos, levando a crer que a
piroplasmose ndo costuma aparecer como doenga clinica nestes animais, possivelmente em
decorréncia destes serem cronicamente infectados ou parasitados por espécies ou linhagens
menos patogénicas dos agentes. A técnica de diagnostico molecular utilizada neste estudo
mostrou-se eficiente no diagndstico da infeccdo por piroplasmideos nos felinos domésticos.
Contudo, mostrou-se necessario o0 emprego de outras técnicas moleculares, como
sequenciamentos genéticos ou PCR espécie-especificas, a fim de elucidar quais espécies de

piroplasmas estdo infectando esses animais.



52

8.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRE, M. R., DENARDI, N. C. B., DE SOUSA, K. C. M., GONCALVES, L.R.,
HENRIQUE, P. C., ONTIVERO, C.R. G. R,, ... & DE SANTIS, A. C. G. A. (2014).
Arthropod-borne pathogens circulating in free-roaming domestic cats in a zoo environment in
Brazil. Ticks and tick-borne diseases, 5(5), 545-551.

BANETH, G.,KENNY,M.J., TASKER,S.,ANUG,Y.,SHKAP,V..LEVY, A., SHAW S.E.,
2004. Infection With a proposed new subspecies of Babesia canis, Babesia Canis subsp.

presentii, in domestic cats. J.Clin. Microbiol. 42, 99-105.

BANETH, G., FLORIN-CHRISTENSEN, M., CARDOSO, L., SCHNITTGER, L., 2015.
Reclassification of Theileria annae as Babesia vulpes sp. nov. Parasit Vectors 8, 207.

BARABOGLIA, E.R., (2011). Hallazgo de un hemoparésito eritrocitico tipo Cytauxzoon felis
en Felis catus domesticus, Redvet, 12, 1-29.

VALGAS E BASTOS, C. A. M. I. L. A, MOREIRA, S., PASSOS, L., & FRICHE, M.
(2004). Retrospective Study (1998- 2001) on Canine Babesiosis in Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil. Annals of the New York Academy of Sciences, 1026(1), 158-160.



53

BIRKENHEUER, A. J,, LE, J. A., VALENZISI, A. M., TUCKER, M. D., LEVY, M. G., &
BREITSCHWERDT, E. B. (2006). Cytauxzoon felis infection in cats in the mid-Atlantic
states: 34 cases (1998-2004). Journal of the American Veterinary Medical Association,
228(4), 568-571.

BREITSCHWERDT, E. B., MALONE, J. B., MACWILLIAMS, P., LEVY, M. G,
QUALLS, J. C., & PRUDICH, M. J. (1983). Babesiosis in the Greyhound. Journal of the
American Veterinary Medical Association, 182(9), 978-982.

BOSMAN, A.M., PENZHORN, B.L., VENTER, E.H., STEYL, J.C., OOSTHUIZEN, M.C.
AND GOUS, T.A., 2013. Babesia lengau associated with cerebral and haemolytic babesiosis

in two domestic cats. Parasites & vectors, 6(1), p.128.

BROWN, H. M.; LATIMER, K. S.; ERIKSON, L. E.; CASHWELL, M. E.; BRITT, J. O,
PETERSON, D. S.; Detection of persistent Cytauxzoon felis infection by polymerase chain
reaction in asymptomatic domestic cats. J Vet Diagn lvest 20, 485-488, 2008.

CAMACHO AT, GUITIAN FJ, PALLAS E, GESTAL JJ, OLMEDA AS, GOETHERT HK,
TELFORD SR I1l, SPIELMAN A: Azotemia and mortality among Babesia microtilike
infected dogs. J Vet Intern Med 2004, 18:141-146

CAMACHO-GARCIA AT: Piroplasma infection in dogs in northern Spain. Vet Parasitol
2006, 138:97-102

CARLI, E., TROTTA, M., CHINELLI, R., DRIGO, M., SINIGOI, L., TOSOLINI, P.,
FURLANELLO, T., MILLOTTI, A., CALDIN, M., SOLANO-GALLEGO L. (2012).
Cytauxzoon sp. infection in the first endemic focus described in domestic cats in Europe.
Veterinary Parasitology, 183, 343-352.



54

CRIADO-FORNELIO, A., MARTINEZ-MARCOS, A., BULING-SARANA, A.,
BARBACARRETERO, J.C., (2003b). Molecular studies on Babesia, Theileria and
Hepatozoon in southern Europe. Part 11. Phylogenetic analysis and evolutionary history.
Veterinary Parasitology, 114, 173-194.

CRIADO-FORNELIO A 2012A. Emerging tick-borne protozoal disease: Part 1. New

advances in diagnosis, epizootiology and taxonomy of feline piroplasmids 2, 31-66

ELLIOTT, J. AND BARBER, P. J. (1998), Feline chronic renal failure: clinical findings in 80
cases diagnosed between 1992 and 1995. Journal of Small Animal Practice, 39: 78-85

FURLANELLO, T., FIORIO, F., CALDIN, M., LUBAS, G., & SOLANO-GALLEGO, L.
(2005). Clinicopathological findings in naturally occurring cases of babesiosis caused by large
form Babesia from dogs of northeastern Italy. Veterinary parasitology, 134(1), 77-85.

HARVEY, JW., DUNBAR, M.R., NORTON, T.M., YABSLEY, M.J., (2007). Laboratory
findings in acute Cytauxzoon felis infection in cougars (Puma concolor couguar) in Florida.
Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 38, 285-91.

HOOVER JP, WALKER DB, HEDGES JD: 1994, Cytauxzoonosis in cats: eight cases
(1985-1992). J Am Vet Med Assoc 203:455-460

JACOBSON L S, CLARK | A 1994 The pathophysiology of canine babesiosis: new

approaches to an old puzzle. Journal of the South African Veterinary Association 65: 134-145

KORMAN, R. M., Hetzel, N., Knowles, T. G., Harvey, A. M., & Tasker, S. A

retrospective study of 180 anaemic cats: features, aetiologies and survival data. Journal of
feline medicine and surgery, v. 15, n. 2, p. 81-90, 2013.



55

MAIA, L. M. P.; CERQUEIRA , A. M. F.; MACIEIRA, D. B.; SOUZA, A. M.; MOREIRA,
N. S.; SILVA, A. V.; MESSICK, J. B. ; FERREIRA, R. F. F.; ALMOSNYL, N. R. P.
Cytauxzoon felis and 'Candidatus Mycoplasma haemominutum’ coinfection in a Brazilian

domestic cat (Felis catus). Revista Brasileira Parasitologia Veterinaria. v.22, n.2, 2013.

MUDALIAR,S.V.,G.R. ACHARY,ANDV.S.ALWAR.1950.0n a species of Babesia in an
Indian wild cat (Felis catus). Indian Vet. J. 26:391-395

PASSOS, L. M. F., GEIGER, S. M., RIBEIRO, M. F. B., PFISTER, K., & ZAHLER-
RINDER, M. (2005). First molecular detection of Babesia vogeli in dogs from Brazil.
Veterinary Parasitology, 127(1), 81-85..

SCHOEMAN, T., LOBETTI, R.G., JACOBSON, L.S., PENZHORN, B.L., (2001). Feline
babesiosis: signalment, clinical pathology and concurrent infections. Journal of the South
African Veterinary Association, 72, 4-11.

SIMOES, P. B., CARDOSO, L., ARAUJO, M., YISASCHAR-MEKUZAS, Y., & BANETH,
G. (2011). Babesiosis due to the canine Babesia microti-like small piroplasm in dogs-first

report from Portugal and possible vertical transmission. Parasites & vectors, 4(1), 50.

SIMKING, P., WONGNAKPHET, S., STICH, R.W., JITTAPALAPONG, S., (2010).
Detection of Babesia vogeli in stray cats of metropolitan Bangkok, Thailand. Veterinary
Parasitology, 173, 70-75.

SNIDER, T.A., CONFER, AW., PAYTON, M.E., (2010). Pulmonary histopathology of
Cytauxzoon felis infections in the cat. Veterinary Pathology, 47, 698702.



56

STEWART, C. G., HACKETT, K. J. W., AND M. G. COLLETT. 1980. An unidentified
Babesia of the domestic cat (Felis domesticus). J. S. Afr. Vet. Assoc. 51:219- 221

UILEMBERG, G.; FRANSSEN, F.F.J.; PERIE, N.M. et al. Three groups of Babesia canis
distinguished and a proposal for nomenclature. Vet. Q., v.1, p.33-40, 1989.

ZAHLER M, RINDER H, SCHEIN E, GOTHE R. Detection of a new pathogenic Babesia
microti-like species in dogs. Vet Parasitol. 2000;89:241-8



57

ANEXOS

Anexo 1: Questionéario respondido pelos tutores dos animais

PROJETO PROF= GIANE PALUDO (anexar aos exames de sangue de gatos)

Nome do gatinho: Idade: RG:

Raga:( )SRD ( )Persa ( )Siamés ( )Ragdoll ( ) MaineCoon Outra:

Sexo: ( )Macho ( ) Fémea ( ) Macho castrado ( ) Fémea castrada

Local que reside: ( ) Plano Piloto Outro:

Tlpo de moradla: | )casa ( ) apartamento Outros:
Temacessoarua: ( )sim  ( )ndo Ja residiu na rua ou abrigos: ( )sim () ndo
Contato com outros gatos: ( )sim () néo Contato com cées: ( )sim ( )ndo

Presenga de pulgas: ( )sim ( )ndo ( )n&oobservado
FIV: ( )naotestado ( )positivo () negativo
FeLV: ( Jnaotestado ( )positive () negativo

Motivo da consuita (problema atual):

Doenga crénica (quando houver):




Anexo 2: Valores de hemograma e bioquimicos dos animais positivos na PCR.

Hemoglo Miledcit Linfocito s) Eosindfil Plaqueta | Observag l6c|H Creatinin Bilirrubin [ Albumin | Proteina
VG bina VCcM CHCM s os |6citos es ados s os os Basofilos |F s do itos asitas | Ictericia | Lipemia | Uréia a ALT FA GGT as a total
28 5,18 9,8 54 35 18600 0 0 0 16740 558 930 372 0 7,2 293000 98 4
39 8,85 13,5 44 34,5 11300 0 0 0 8249 2486 113 452 0 8 473000
43 9,62 14,4 45 34 12900 0 0 0 10449 1806 387 258 0 8,8 417000 macroplaquetas, plaquetas ativadas
34 8,24 12,2 41 36 26200 0 0 0 24940 262 1048 0 0 9,8 843000 Agregacdo plaquetaria, neutrofilos toxicos,acantéci 329 9 17 33 3,3 8,6
20 37 7,4 54 37 18400 0 0 0 17480 552 368 0 0 8,8 163000 raros equindcitos 3 596 18,1 4,5 7,5
38 81 14,1 45 37 4900 0 0 0 3822 686 98 294 0 7,5 Agregacdo paquetaria 66 1,2 62 28 0 4,1 8
32 8,02 13,1 47 34 7200 0 0 0 6192 648 72 289 0 7,9 455000 Soro hemolisado 117 1,9 85 34 0 4 85
44,2 9,8 13,8 45,1 31,22 21400 0 0 0 10058 10272 642 428 0 7,4 205000 0,96 89 7
34,4 7,75 11,6 44,39 33,72 16800 0 0 0 9912 5544 0 1344 0 7,4 285000 1,08
41,7 9,15 14 45,57 33,57 5400 0 0 0 4806 432 54 108 0 7,4 216000 1,84 31 33 0,25
41,6 9,24 13,1 45,02 31,49 9500 0 0 0 5890 3230 95 190 95 8 301000 47 1,3 68
32,4 6,22 10,6 52,09 32,72 5900 0 0 0 4307 1062 0 531 0 7,6 477000 2,44 174 30 2
30,3 7,2 10 42,08 33 24700 0 0 0 19019 5681 0 0 0 7 180000 aglutinados plaquetarios++++
43,8 9,34 13,6 46,9 31,05 6100 0 0 61 3537 1586 61 854 0 8 288000 aglutinados plaquetarios ++, soro hemolisado 1,95 72 5
29,8 6,55 9,4 45,5 31,54 17200 0 0 0 12384 3612 172 1032 0 6,8 733000 1,42
44 9,8 14,9 44,9 33,86 10900 0 0 0 5450 4905 218 327 0 7,2 301000 plasma hemolisado 1,37
37,7 8,65 13,5 43,58 35,81 15800 0 0 0 13588 1738 158 316 0 7,2 356000 plasma hemolisado 1,43 129 6
38,8 8,51 13 45,59 33,51 11200 0 0 0 8512 2240 112 336 0 8 268000 plasma lipémico, plasma hemolisado + 1,46 58 4
38,2 8,99 13,7 42,49 35,86 7700 0 0 0 6699 1001 0 0 0 6,8 117000 1,59 184 157 1,39
37,4 8,5 12,9 44 34,49 9400 0 0 0 5828 2538 0 846 188 6,6 244000 1,82
351 7,11 11,1 49,37 31,62 7700 0 0 0 4312 2310 231 847 0 6,4 216000 71 3,51
37,7 7,65 12,6 49,28 33,42 16100 0 0 0 13685 2093 0 322 0 8,2 434000 246 7,6 37 55 0,23
33,7 7,75 11,5 43,48 34,12 5400 0 0 0 2538 2214 0 648 0 7 306000 1,97 41
44 9,65 14,9 45,6 33,86 4400 0 0 0 2596 1100 0 704 0 7,2 262000 1,92 75 0,2
33,1 7,75 11,3 42,71 34,14 8000 0 0 0 5040 2720 0 240 0 7,2 247000 1,71 47 2,24 8,6
36,6 8,7 11,8 36,6 32,24 12400 0 0 0 6696 4960 124 620 0 6,4 248000 1,03
41 9,6 12,8 42,71 31,22 16300 0 0 0 7009 7335 0 1956 0 6,2 344000 plasma hemolisado 1,06
29,1 6,09 9,2 47,78 31,62 10700 0 0 0 8239 2033 428 0 0 9,4 256000 1,22 196 162 1 0,2
35,2 8,35 12,4 42,16 35,23 8800 0 0 0 5632 2640 0 176 352 8 408000 1,16 68
45 10,14 15,5 44,38 34,44 12200 0 0 0 6100 5124 0 976 0 8,8 334000 1,32 56
37 8,12 11,5 45,57 31,08 7800 0 0 156 6552 858 0 234 0 7,4 78000 aglutinados plaquetérios +++ 1,14 41
34,5 8,25 12,1 41,82 35,07 11400 0 0 0 9804 1026 114 456 0 7 416000 1,72
36,8 8,95 11,7 41,12 31,79 14000 0 0 0 9940 1260 140 2660 0 9,8 248000 plasma ictérico 1,38 293 260 5 2,14
34,6 7,75 11,6 44,65 33,53 10100 0 0 0 3737 4747 303 1313 0 6,8 272000 1,11
42,2 9,45 14,5 44,66 34,36 9000 0 0 0 5580 2430 0 990 0 7 405000 1,2 32 33
40,6 9,45 13,6 42,96 33,5 5300 0 0 0 3127 2120 0 53 0 7 28800 1,46 40
36 83 11,5 43,37 31,94 10100 0 0 0 6767 2121 0 1111 101 7 284000 plasma hemolisado 2,1 53
38,1 9,04 13,6 42,15 35,7 12200 0 0 0 8296 3416 0 488 0 82 28000 trombocitopenia confirmada 1,56 26
39,5 9,2 13,8 42,93 34,94 14900 0 0 0 12814 1788 0 298 0 7,6 330000 0,99 50
46,4 10,7 15,9 43,36 34,27 9800 0 0 0 5292 4116 0 392 0 7 217000 Plasma hemolisado 0,89
45,9 10,5 15,3 43,71 33,33 10000 0 0 0 4000 5300 100 600 0 7,2 334000 1,19
57 0,67 1,8 85,07 31,58 7700 0 0 77 1925 5467 154 77 0 7 40000 Anisocitos 3350 negativo 0,91 46 2,22 6,77
34,3 8,45 11,8 40,59 34,4 29900 0 0 0 20631 7176 299 0 1794 7,6 376000 0,97
36,7 8,35 12 43,95 32,7 8900 0 0 0 2759 5518 89 0 534 8,2 441000 plasma hemolisado 1,31 40
28,3 6,7 9,9 41,8 34,98 83900 0 0 8390 73832 839 839 0 0 6,8 284000 Granulagdo toxicas 1,02 32 73 5 0,12 1,9 5,72
40,2 8,94 14,3 44,97 35,57 4800 0 0 0 3888 816 0 0 96 6,8 220000 1,52
38,6 93 13,7 41,51 35,49 6000 0 0 0 2160 2940 0 60 840 7 295000 1,27
25,1 6,1 8,4 41,15 33,47 6300 0 0 189 3843 2079 63 0 126 7 143000 Aglutinados plaquetdrios ++, Granulagdes toxicas
30,9 7 11 44,14 35,6 7400 0 0 0 4736 1628 148 888 0 7,6 302000 1,5 35 27
28,9 6,85 10,3 42,19 35,64 28900 0 0 0 21675 3468 0 3179 578 7 200000 Aglutinados Plaquetarios +++
22,6 5,04 7,7 44,84 34,07 13900 0 0 0 5421 7645 0 834 0 6 342000




