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RESUMO

SILVA, Aline Tonussi. Avaliacdo hematoldgica, bioquimica, clinica e diagndstico
molecular de agentes micoplasma hemotréficos em cdes domesticos oriundos de abrigos
da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.2016. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Os hemoparasitos micoplasmas hemotroficos sdo bactérias gram-negativas, que se fixam
obrigatoriamente na superficie dos eritrdcitos, levando a deformacdo desta. O objetivo do
presente estudo foi detectar molecularmente a infeccdo por hemoplasmas em caes de abrigos
da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, associando-a aos dados hematoldgicos,
bioquimicos e alteragdes clinicas. Dos 222 cdes amostrados, 20,27% (45/222) foram positivos
pela Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para Mycoplasma spp.. A
frequéncia de infeccdo das espécies de hemoplasma pela PCR, utilizando oligonucleotideos
espécie-especificos, foi 13,06% (29/222), 0% (0/222) e 2,25% (5/222), respectivamente para
M. haemocanis (Mhc), ‘Candidatus M. turicensis (CMt) e ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum/ haemominutum’ (CMhp/m). M. haemocanis constitui, portanto, a espécie de
maior ocorréncia na populacdo de cdes estudada. Foram identificadas coinfeccGes entre
CMhp/m e Mhc em 1,35% (3/222) dos cdes. No tocante as alteracfes hematoldgicas
associadas a infeccdo por Mycoplasma spp., constatou-se hiperproteinemia plasmatica
refratométrica (p=0,0010). N&o foi observada associacao entre a infeccdo por hemoplasmas e
a ocorréncia de anemia ou alteragdes leucocitarias. Nas alteracGes da bioquimica sanguinea,
evidenciou-se diferenca significativa na proteina sérica (p=0,0291), globulina (p=0,0253),
creatinina (p=0,0279), fosfatase alcalina (p=0,0242). Adicionalmente, a azotemia foi
estatisticamente (p=0,0023) associada a infeccdo. Os resultados observados na avaliacdo de
caes positivos para Mhc demonstram haver diferenca significativa na proteina plasmatica total
(p=0,0012) e hiperproteinemia foi associada a infeccdo (p=0,0238). Houve diferenca
significativa no parametro fosfatase alcalina (p=0,0173) e uréia (p=0,0401), com a azotemia
sendo associada & infeccdo (p=0,0061). Os resultados observados na avaliagdo de cées
positivos para CMhp/hm demonstram que a ALT (alanina aminotransferase) foi associada a
infeccdo (p=0,0301). Quanto aos fatores associados a infeccdo por Mycoplasma spp., apenas
género (p=0,0062) e idade (p=0,0041) foram associadas a infeccdo. N&o apresentaram
associacdo estatistica com o agente histdrico de brigas, acesso a rua, castracdo, histérico de
pulgas, histdrico de carrapatos, presenca de pulgas e presenca de carrapatos. A frequéncia dos
principais achados de anamanse e exame clinico dos caes positivos para Mycoplasma spp.
foram a linfadenopatia (37,8%), lesbes de pele compativeis com sarna (28,9%), TPC >2
(31,1%), afeccbes bucais (15,5%) e historico de erlichiose (13,3%). Consequentemente, 0
conhecimento da doenca bem como dos fatores relacionados a sua ocorréncia sdo necessarios
para a adogdo de medidas preventivas visando & saude animal.

Palavras-chave: Cées domésticos; Hemoplasmas; Abrigos.



ABSTRACT

SILVA, Aline Tonussi. Avaliacdo hematologica, bioquimica, clinica e diagndstico
molecular de agentes micoplasma hemotréficos em cdes domésticos oriundos de abrigos
da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.2016. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinéria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The hemotropic hemoparasites mycoplasmas are gram-negative bacteria, which must attach to
the wall of erythrocytes, causing deformation in the membrane of the infected erythrocytes.
The goal of this study was to detect molecularly hemoplasmas infection in sheltered dogs in
Metropolitan region of Rio de Janeiro, linking it to hematological, biochemical and clinical
data changes. Of 222 dogs sampled, 20,27% (45/222) were positive by the Polymerase Chain
Reaction Real Time (QPCR) for Mycoplasma spp.. The frequency of hemoplasma species
infection by PCR using species-specific oligonucleotides, was 13,06% (29/222), 0% (0/222)
and 2,25% (5/222) respectively for M. haemocanis (Mhc), ‘Candidatus M. turicensis’ (Cmt)
and ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum / haemominutum’ (Cmhp / m). There for e M.
haemocanis presented the highest incidence in the dogs population studied. Coinfections were
identified between Cmhp/m and Mhc 1,35% (3/222). Regarding hematological alterations
associated with infection by Mycoplasma spp., hyperproteinemia on plasma was detected (p =
0,0010). It was not observed an association between hemoplasmas infection and the
occurrence of anemia and leukocyte changes. Changes in serum biochemistry showed a
significant difference in serum protein (p = 0,0291), globulin (p = 0,0253), creatinine (p =
0,0279) and alkaline phosphatase (p = 0,0242). Additionally the azotemia was statistically (p
= 0,0023) associated with the infection. The results obtained in the evaluation of Mhc positive
dogs demonstrated no significant difference in plasma total protein (p = 0,0012) and
hyperproteinaemia was associated with infection (p = 0,0238). There were significant
differences in alkaline phosphatase parameter (p = 0,0173) and urea (p = 0,0401), with
azotemia is associated shall infection (p = 0,0061). The results observed in the evaluation of
positive dogs for (Cmhp / m) show that ALT (alanine aminotransferase) was associated with
infection (p = 0,0301). As for factors associated with infection by Mycoplasma spp., only
gender (p = 0,0062) and age (p = 0,0041) were associated with infeccdo.N&o are statistically
associated with the historical agent of fights, access to street, castration, history fleas, ticks
history, presence of fleas and ticks. The frequency of the main findings of anamanse and
clinical examination of the dogs positive for Mycoplasma spp . were lymphadenopathy
(37,8% ) , skin lesions compatible with scabies ( 28,9%) , TPC > 2 (31,1% ) , oral affections (
15,5%) of historico ehrlichiosis ( 13,3%) . Consequently, knowledge of the disease and the
factors related to their occurrence are necessary for the adoption of preventive measures
aimed at animal health.

Keywords: Domestic dogs; Hemoplasmas; Shelters
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1 INTRODUCAO

Os micoplasmas hemotroficos sdo bactérias pleomorficas, epicelulares, gram negativas
que estdo presentes na superficie dos eritrocitos (MESSICK, 2004; MESSICK; HARLEY,
2015). Até o presente momento, quatro espécies de hemoplasmas foram identificados em
cdes, sendo: Mycoplasma haemocanis, ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’.

As hemoparasitoses sdo enfermidades de grande importancia na medicina veterinaria,
ndo somente em decorréncia das doengas que promovem nos animais, mas também pelo
possivel potencial zoondtico devido ao estreito convivio com o0s seres humanos. Os
micoplasmas hemotréficos (hemoplasmas) podem ser carreados silenciosamente e
transmitidos a outros animais por transfusdo sanguinea, brigas e artropodes vetores, tais como
pulgas e carrapatos, favorecendo a propagacao dos agentes.

O crescimento da populacdo canina no Brasil associado ao estreitamento da relacdo
com os humanos em grandes cidades e a presenca do carrapato vetor Rhipicephalus
sanguineus ressalta a importancia de estudos abordando Mycoplasma spp. em cées.Vale
ressaltar, o elevado indice de cdes anémicos na rotina clinica, sem muitas vezes, uma
correlacdo especifica com a causa determinante, o que enaltece a participacdo dos
micoplasmas hemotréficos como potencial agente causador de anemia ja que na populacdo
felina sdo sabidamente reconhecidos como importantes causadores de doenca, podendo os
animais apresentar anemia severa a infeccdes cronicas sem manifestacao clinica.

Os sinais clinicos da infeccdo pelos hemoplasmas em cées sdo variaveis e a severidade
da doenca depende de fatores ainda ndo bem esclarecidos. Animais cronicamente infectados
normalmente sdo assintomaticos. No entanto, a infeccdo tende a tornar-se notavel em cées
esplenectomizados, imunossuprimidos, estressados, com doengas concomitantes ou infecgoes.
Cita-se que enfermidades, como a babesiose, parvovirose, demodicose e cinomose, tornam a
infeccdo pelos micoplasmas hemotroficos significativa. De um modo geral, os sinais
observados sdo anorexia, letargia, perda de peso e febre. E dentre os achados laboratoriais,
incluem-se a anemia hemolitica, leucopenia e trombocitopenia.

No Brasil, o diagnéstico citolégico de hemoplasmas em esfregacos sanguineos ainda é
0 método mais comumente utilizado. No entanto, dificilmente realizam-se esfregacos
sanguineos com sangue fresco na rotina diagndstica, o que dificulta a visualizacdo dos
hemoplasmas, visto que se localizam na superficie das hemacias e sdo facilmente destacados
destas pelo anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Assim, em decorréncia
da reduzida sensibilidade da técnica citoldgica e da falta de laboratérios capacitados com
tecnologias moleculares na rotina, o diagnostico da hemoplasmose em cées por vezes nao €
realizado ou tem sido baseado em evidéncias clinicas, sendo normalmente confirmado pela
resposta ao tratamento sintomatico, ocorrendo, deste modo, o subdiagnostico dos agentes.

Com o advento das tecnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), a deteccdo e caracterizacdo de sequéncias génicas de patdgenos anteriormente nédo
caracterizados tem sido possiveis. A identificacdo molecular de agentes infecciosos
complementada por sequenciamento de varios genes especificos constitui alternativa para o
diagnostico dos micoplasmas hemotréficos, auxiliando dessa forma na compreensdo da
patogenia da doenca e na identificacdo de reservatdrios para espécies que acometem seres
humanos e animais domésticos.

Vale ressaltar que, até o presente momento, estudos no Brasil abordando os
micoplasmas em cdes séo bastante escassos, havendo apenas a publicacdo de casos isolados.
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Ha relatos de sua ocorréncia apenas nos estados de Recife, Rio Grande do Sul, Minas Gerais,
Séo Paulo e Parana. Néo ha ainda relatos de sua ocorréncia no estado do Rio de Janeiro, onde
se acredita que haja o subdiagnostico destes agentes.

O presente projeto objetiva investigar a presenca de infeccdo pelos agentes
micoplasmas hemotroficos em cées domésticos oriundos de abrigos do Rio de Janeiro, através
da técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e adicionalmente correlacionar as
alteracdes clinicas, hematologicas e bioquimicas com a infeccdo natural. Com isso, pretende-
se orientar médicos veterinarios no diagnostico desta enfermidade.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micoplasmas Hemotroficos (Hemoplasmas)
2.1.1 Agente etiologico: Morfologia

Micoplasmas hemotréficos sdo bactérias gram-negativas, que se fixam
obrigatoriamente na parede dos eritrocitos (epieritrocitario) ocasionando dobras profundas, de
tamanho reduzido (0,3 a 0,8uM), cuja morfologia varia de cocos Unicos, em pares e
ocasionalmente, cadeias cocoides, formando anéis (VENABLE et al., 1968; MESSICK et al.,
2004; TASKER, 2010; MESSICK; HARLEY, 2015), levando a deformagdo na membrana
dos eritrdcitos parasitados (NEIMARK et al., 2001). Caracteristicamente apresentam genoma
reduzido, auséncia de parede celular e flagelo, sdo susceptiveis a tetraciclina e resistentes a
penicilina ou qualquer outro antibiético cujo alvo é a parede celular (NEIMARK, 2001). Os
hemoplasmas ndo sdo cultivaveis in vitro (RIKIHISA et al.,1997; SYKES, 2003; MESSICK,
2004).

2.1.2 Classificacao

Inicialmente, foram classificados na ordem Rickettsiales com base na morfologiae
resposta a terapia antibidtica (WEISS; MOULDER, 1984). No entanto, os estudos
moleculares baseados no gene 16S rRNA demonstraram que os géneros Haemobartonella e
Eperitrozoon sdo mais intimamente relacionados com o grupo pneumoniae de micoplasmas,
levando a reclassificagdo dentro do género Mycoplasma (RIKIHISA et al., 1997; NEIMARK
etal., 2001).

Em 2004, um novo hemoplasma canino foi identificado ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’ o qual apresentou maior correlagdo com o ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ dos felinos, baseado nas andlises dos genes 16S rRNA e RNase P, do que
com M. haemocanis dos caninos (SYKES et al., 2005).
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Figura 1. Arvore filogenética dos micoplasmas baseada no gene 16S rRNA.

Fonte: Peters et al., 2008.

2.1.3 Epidemiologia

2.1.3.1. Prevaléncia Mundial

A primeira descricdo de M. haemocanis foi realizada na Alemanha, em 1928 por
Kikueth. Desde entdo, novos relatos tem sido descritos na literatura mundial. Em 2004,
Kemming e colaboradores® relataram em um estudo com doze cdes de um criador da
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Alemanha, a ocorréncia de M. haemocanis causando infeccdo em dois destes animais, 0 que
até o momento ndo havia sido relatado na Europa. O surgimento da doenca foi desencadeada
por uma esplenectomia destinada a preparar os cdes para o estudo de choque hemorragico. A
apresentacdo clinica desses animais incluiu anorexia e anemia hemolitica. Posteriormente,
ainda em 2004, Kemming e colaboradores® realizaram um estudo sobre a prevaléncia de M.
haemocanis comparando caes de estimacdo de Ilinois, Estados Unidos da América, com
animais provenientes de canis localizados na Franca, Hungria e América do Norte. Constatou-
se com a utilizacdo da técnica PCR que nenhum (0/60) dos animais de estimacdo foram
positivos para M. haemocanis, em contrapartida o nivel de deteccdo nos abrigos variou de
30% a 87%. A elevada taxa de infeccdo em animais de canis demonstra a necessidade da
avaliacdo dos animais originarios de canis para o agente M. haemocanis antes da realizacdo de
experimentos que causem imunossupressao.

Foram testados por Kenny et al. (2004) um total de 460 cées provenientes do Sul da
Franca. Destes, 15,4% foram positivos utilizando o ensaio de PCR em Tempo Real (qPCR),
em que 9,6% das amostras foram positivas para‘Candidatus M. haemominutum’ e 3,3% para
M. haemocanis. Coinfeccdo foi demonstrada em 2,6% dos caes.

Em estudo desenvolvido em Barcelona, Espanha, foram utilizadas 182 amostras de
sangue de cdes com o intuito de identificar a prevaléncia dos agentes M. haemocanis e
‘Candidatus M. haematoparvum’. Foi documentada a ocorréncia de positividade em 14,3%
(26/182) dos cées pela gPCR, sendo todos os cdes positivos para M. haemocanis e um (0,6%)
coinfectado com ‘Candidatus M. haematoparvum’ (ROURA et al., 2010).

O estudo realizado por Novacco et al. (2010) utilizou um total de 850 amostras de
cdes originarios da Italia, Espanha e Portugal. Destes 82 (9,6%) cdes foram PCR-positivos
para hemoplasmas caninos, 43 cées para M. haemocanis, 34 caes para ‘Candidatus M.
haematoparvum’ ¢ 5 cdes coinfectados. Demonstrou-se que a prevaléncia de hemoplasmas
foi significativamente mais elevada em Portugal (40%) do que na Italia (9,5%) e Espanha
(2,5%).

Em um estudo realizado por Sasaki et al. (2008) em que animais de amobos sexos
tinham acesso a rua, no Japdo, 37 de 913 cées (4,1%) foram positivos para M. haemocanis.
Dos 913 cdes examinados, 73 eram cdes da cidade de Tosa e 25 (34,2%) deles foram
positivos para M. haemocanis. A incidéncia de M. haemocanis foi de 1,4% (12/840) nos
demais cdes. Dos cdes oriundos da cidade de Tosa positivos para M. haemocanis, apenas um
ndo pertencia ao sexo masculino, tal achado provavelmente esteja relacionado a disputa por
territério e consequentemente maior possibilidade de brigas entre os caes. Salientando que M.
haemocanis é transmitido através do contato com o sangue de um animal infectado, podendo
ocorrer transmissdo por via oral durante brigas (PRYOR; BRADBURY, 1975).

Wengi et al. (2008), realizaram um estudo de prevaléncia da hemoplasmose canina na
Suica, baseado no gPCR. Foram detectados os agentes pesquisados em 8 dos 889 cées
testados para M. haemocanis (0,9%) e 3 para ‘Candidatus M. haematoparvum’ (0,3%).
Nenhum céo foi considerado duplamente infectado com ambos hemoplasmas caninos.
Curiosamente, a maioria dos cdes infectados haviam sido importados de ou tinham visitado
regibes onde R. Sanguineus é encontrado. Assim, a prevaléncia da hemoplasmose canina
encontrada tende a ser baixa em um pais com clima incompativel com o desenvolvimento do
vetor de R. sanguineus.

Barker et al. (2010), utilizando a técnica qPCR em amostras de sangue de cdes do
norte da Tanzania e de cdes atendidos em um hospital veterinario de Trindade e Tobago,
demonstrou que 19% (19/100) dos cédes da Tanzénia foram positivos para M. haemocanis e
um (1%) destes coinfectado por ‘Candidatus M. haematoparvum’. E, adicionalmente, 4,9%
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(9/184) foram positivos para M. haemocanis, 2,7% (5/184) para ‘Candidatus M.
haematoparvum e dois (1,1%) duplamente infectado pelos agentes anteriormente citados em
Trindade e Tobago.

Em cées de habito livre pertencentes a comunidades aborigenes da Australia, foi
relatada a positividade de 43,6% (17/39) para M. haemocanis e 21% (8/39) para ‘Candidatus
M. haematoparvum’ (BARKER et al., 2012), pela técnica de PCR.

Nas 506 amostas de caes dos Estados Unidos a prevaléncia foi de 1,3%, sendo 0,6%
para M. haemocanis e 0,7% para ‘Candidatus M. haematoparvum’ (COMPTON et al., 2012),
utilizando a técnica de PCR.

Tennant et al. (2011) detectaram em uma populacdo de cées originados de
propriedades privadas da Grécia a frequéncia de infeccdo de 5,6% (8/142) para M.
haemocanis, 4,2% (6/142) para ‘Candidatus M. haematoparvum’ e coinfeccdo em apenas
0,7% (1/142) das amostradas.

Em 2009, Zuang e colaboradores, em estudo baseado no analise da sequéncia do gene
16S rDNA demonstrou que o hemoplasma isolado de cdo chinés apresentou maior
similaridade com a espécie de felino ‘Candidatus M. haemominutum’ (99%) do que para
‘Candidatus M. haematoparvum’ (95%). Tem sido sido sugerido que ‘Candidatus M.
haemoparvum’ e ‘Candidatus M. haemominutum’ podem, na realidade, ser o mesmo
organismo infectante em diferentes espécies de animais (BRINSON & MESSICK, 2001;
BIRKENHEUER et al., 2002).

Talukder et al. (2012) utilizando a técnica PCR verificaram em Bangladesh, na Asia,
uma taxa de infeccéo elevada por M. haemocanis, sendo de 20,6% (14/68). Além disso, uma
espécie de Mycoplasma desconhecido foi detectada em 3,2% (2/68) dos cédes. A sequéncia
desse hemoplasma desconhecido teve 98,7% de similaridade com ‘Candidatus M. turicensis’,
uma bactéria que foi detectada em felinos recentemente (WILLI et al., 2005; WILLI et al.,
2006).

Hamel et al. (2012) relataram em seu estudo com 216 cées oriundos da Roménia e
Hungria utilizando o método diagnostico PCR, dezessete cdes provenientes da Roménia e um
da Hungria positivo para o agente M. haemocanis.

Em 2012, Hii e colaboradores publicaram o resultado do estudo realizado na Australia
que utilizaram 130 cdes de comunidades aborigenes localizadas na regido noroeste do
Territério Norte e 100 cdes do sudeste de Queensland. A técnica utilizada para detec¢do do
agente no estudo foi a PCR e a maioria dos cdes da comunidade aborigine apresentaram
infeccdo por M. haemocanis (23/130, 17,7%) e s0 com ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’ (3/130, 2,3%). Em Queensland apenas um céo foi positvo ‘Candidatus
Mycoplasma haemobos’, e negativos para as demais espécies de micoplasmas hemotrdpicos,
sendo essa espécie até a presente data relatado apenas em bovinos.

Em 2014, Torkan e colaboradores, em estudo realizado no Ird analisaram100 amostras
de cdes pela técnica PCR multiplex. Treze animais foram positivos (13%) para um organismo
intimamente relacionado com Mycoplasma haemocanis e dez (10%) para ‘Candidatus M.
haematoparvum’, enquanto trés caes apresentaram co-infeccao.

Balakrishnan et al. (2014), realizaram um estudo da prevaléncia de micoplasma
hemotrofico na Universidade Estadual da Carolina do Norte, contendo 118 animais testados.
Foi detectado (6/118, 5%) de positividade, sendo a preveléncia de (5/118, 4%) para
Mycoplasma hemocanis e (1/ 118, 1 %) de ‘Candidatus M. hematoparvum’.

Maggi e colaboradores em 2014, separaram um total de 99 animais em 4 grupos, 0
grupo I (n= 30) foi composto por animais clinicamente saudaveis e 69 caes doentes suspeitos
de ter um ou mais afecgdes transmitidas por vetores divididos em 3 grupos. Ao final das
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avaliacdes sorologicas e da PCR, apenas 2 cdes foram positivos para o agente Mycoplasma
haemocanis, sendo um do grupo clinicamente saudavel e o outro do grupo de cdes que
apresentavam um quadro clinico que sugeria estar infectado por uma doenca transmitida por
vetor.

O ensaio utilizando a técnica de PCR realizado na Australia foi composto por dois
grupos: Territério do Norte (n = 138) e Sudeste Queensland ( n = 100). Destes, 7,1%
(17/238) foram positivos para M. haemocanis e 0,4% (1/238) para ‘C. Mycoplasma
haemobos.” Cées provenientes do Territdrio Norte eram 3,6 vezes mais susceptiveis de serem
infectados com patogenos transmitidos por carrapatos do que os do Sudeste de Queesnsland,
provavelmente devido ao fato de possuir melhores condi¢cBes climaticas para o
desenvolvimento do vetor R. Sanguineus (Hii et al.,2015).

Hamel et al. (2015), avaliaram 602 cées oriundos de clinicas veterinarias da Albania
localizada no sudeste da Europa. Destes, 8,8% (53/602) foram positivos para Mycoplasma
haemocanis pela PCR, enquanto que pelo exame microscépico direto ndo foi observada a
presenca do agente.

2.1.3.2 Prevaléncia no Brasil

A prevaléncia de hemoplasmas caninos no Brasil esta sendo correlacionada com
relatos de casos isolados. A maioria dos estudos aprofundando sobre micoplasmas no Brasil
aborda apenas a espécie felina.

Em 1997, O’Dwyer e colaboradores realizaram experimentalmente, a inoculagdo por
via intravenosa com sangue positivo para Babesia canis em um cdo esplenectomizado e
naturalmente infectado por Hepatozoon canis. Apés a inoculacdo foi observada no esfregaco
sanguineo a presenca de dois protozoarios e de formas cocoides, e em cadeia, de M.
haemocanis na superficie dos eritrocitos. O aparecimento do agente M. haemocanis pode ter
ocorrido em fungdo da inoculacdo ou da supressdo imunoldgica causada pelos outros dois
agentes, ocorrendo uma bacteremia acentuada.

Em Belo Horizonte foi realizadoum estudo retrospectivo em animais com suspeita de
hemoparasitoses no hospital veterinario entre os anos de 1998-2001. Dos 194 casos suspeitos,
145 foram confirmados para ocorréncia de hemoparasitoses em geral pela técnica de
diagnostico parasitolégico direto. Dentre 0s 52 casos que apresentaram infeccdo por Ehrlichia
spp., em 5 casos foram detectadas coinfeccdo por M. haemocanis e B. canis (MOREIRA et
al., 2003).

Posteriormente em um hospital veterinario em Londrina, amostras de 40 caes foram
testadas utilizando a técnica de PCR, sendo demonstrada a infeccdo por M. haemocanis em
quatro cdes ndo esplenectomizados (DE MORALIS et al.,2003). Ainda no Parana foi relatada a
coinfeccdo de dois caes por Babesia gibsoni e M. haemocanis por Trapp et al. (2006).

A PCR convencional utilizada para deteccdo de ‘Candidatus M. turicensis’ em gatos
foi utilizada com sucesso na detecgdo deste agente em cées esplenectomizados. Apés a analise
por sequencimento do fragmento amplificado foi constatado que os cdes estavam infectados
por ‘Candidatus M. turicensis’ (SANTOS, 2008), sendo entéo relatado pela primeira vez no
Brasil.

Em estudo realizado na regido metropolitana de Recife, baseado na caracterizacéo
molecular e geneética de patdgenos transmitidas por carrapatos em cées, foi identificado um
cdo positivo para M. haemocanis (RAMOS et al., 2010).

Em Goiania foram avaliadas 300 amostras de sangue cujo diagnostico parasitoldgico
direto foi de 4,33% Ehrlichia canis, 3% Piroplasmideo, 2,67% Anaplasma platys, 1%
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Hepatozoon canis, 0% M. haemocanis. Nos resultados obtidos a partir da PCR, 42,66% dos
cées foram positivos para E. canis, 6% A. platys, 5% B. vogeli, 3% H. canis e 2,34% para M.
haemocanis. Todos 0s cdes positivos no exame parasitoldgico direto foram positivos nos
ensaios de PCR (COSTA, 2011).

Em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, a prevaléncia de Mycoplasma spp., detectada por
gPCR, foi considerada baixa. Entre os 154 cées testados, apenas 1,9% foram positivos para
M. haemocanis e 0,6% para ‘Candidatus M. haematoparvum’ (ALVES et al., 2014).

No Hospital Veterindrio da Universidade de Passo Fundo em Porto Alegre foram
coletadas 347 amostras de sangue de cédes e posteriormente submetidas a técnica de PCR
convencional sendo diagnosticadas positivas 5,1% para M. haemocanis,1,8% para o agente
‘Candidatus M. haemominutum’, enquanto que 6,4% das amostras foram positivas para M.
haemocanis e ‘Candidatus M. haemominutum’ ou ‘Candidatus M. haematoparvum’ (VALLE
etal., 2014).

Em um estudo de investigacdo de prevaléncia em um assentamento de area rural na
regido Sul do Brasil, utilizando a gPCR, foram avaliados 132 cdes, dos quais 59 (44,7%)
amostras foram positivas para hemoplasmas: 21 (15,9%) M. haemocanis, 12 (9,09%)
‘Candidatus M. haematoparvum’ e 21 (15,9%) para ambos agentes. (VIEIRA et al., 2015).

2.1.3.3 Fatores de risco

De acordo com Messick (2004) os animais podem ser predispostos a infeccdo aguda
devido a idade, doenga concomitante, imunossupressdo ou esplenectomia. A manifestacdo de
sinais clinicos em cées infectados por micoplasmas hemotroficos estd correlacionada a
presenca de imunossupressao preexistente, infeccdo por parvovirus, esplenectomia, linfoma
ou infec¢do microbiana simultanea.

Tais condigdes clinicas parecem desempenhar um papel na patogénese da
micoplasmose em cdes (BRODEY, et al.,, 1963; WEST, 1979; GRENTILLAT, 1981,
HOSKINS, 1991; LESTER et al., 1995; NOVACCO et al., 2010). Qutros autores relataram
como fator de risco para infeccdo animais que vivem em canis, idade e género (PRYOR &
BRADBURY, 1975; BAKER et al., 1971; KEMMING et al., 2004% SASAKIet al., 2008;
NOVACCO et al., 2010; VIEIRA et al., 2015).

2.1.3.4 Transmissao

Estudos relacionados com a transmissdo de hemoplasmas em cées sdo escassos e em
sua maioria inconclusivos. O carrapato Rhipicephalus sanguineus é considerado o principal
vetor de M. haemocanis em cdes (SENEVIRATNA et al., 1973; MESSICK, 2003). Os
hemoplasmas caninos tém distribuicdo mundial, embora a maior prevaléncia seja relatada em
areas geogréaficas onde tem maior distribuicdo do carrapato vetor R. Sanguineus (SYKES et
al., 2004; INOKUMA et al., 2006; WENGI et al., 2008; BARKER et al., 2010; NOVACCO
et al., 2010; TENNANT et al., 2011). Igualmente, estudos experimentais sugerem a pulga
Ctenocephalides felis como responsavel pela transmissdo de Mycoplasma haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’ em gatos (WOODS et al., 2005). C. felis € um dos mais
importantes ectoparasitos de cées e gatos no mundo inteiro, em virtude de sua distribuigéo
geografica, dupla acdo parasitolégica como agente infestante e vetor de doencas, perdas
econbmicas e resisténcia adquirida contra inseticidas comuns (LINARDI; SANTQOS, 2012).

No entanto, existem outras formas possiveis de transmissao, tais quais as transfusoes
de sanguineas, transmissdo transplacentaria, durante o nascimento e a lactagdo, uso de
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equipamentos e material cirargico contaminado sem correta esterelizacdo, por via oral ou
penetrando devido a inoculacdo de sangue direta no momento de disputas por territério entre
os animais (MACWILLIAMS; FURNEAUX, 1973; SENEVIRATNAet al., 1973; PRYOR et
al., 1975; KRAKOWKA, 1977; LESTER et al., 1995; MESSICK, 2003; SASAKI et al.,
2008; WILLI et al., 2010; TASKER, 2010). Deve ser investigada a infeccéo direta por sangue
durante a mordida ou a partir do contato com saliva contaminada, como com hemoplasmas
felinos (M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’) encontrados na saliva e nas
glandulas salivares de gatos contaminados experimentalmente (DEAN et al., 2008).

2.1.4 Patogenia da hemoplasmose

Os mecanismos responsaveis pela inducdo de dano aos eritrécitos por hemoplasmas
ndo foram completamente elucidados. Tem sido sugerido que os hemoplasmas alteram a
forma e a capacidade de deformabilidade dos eritrécitos, potencialmente interferentes com a
perfusdo tecidual e descarga de oxigénio no nivel de microcirculacdo e induzindo o sequestro
de eritrécitos devido a fagocitose de parasitos (KEMMING et al., 2004*"). A hemdlise
imunomediada também pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos e dos fatores de
viruléncia e patogenicidade dos micoplasmas caninos. Algumas espécies podem causar
hemolise em 4agar-sangue, indicando a possivel producdo de enzimas hemoliticas
(CHALKER,2005).

A adesdo destes hemoparasitos aos eritrocitos resulta em dano direto a membrana
celular e consequentemente na redugdo de sua vida uatil (TASKER, 2004). H& dois
mecanismos envolvidos na ocorréncia da anemia: a hemolise intra e extravascular. Os
hemoplasmas induzem alteracdo estrutural ao se ligarem na superficie dos eritrocitos
resultando em modificacdo antigénica ou exposicdo de antigenos localizados internamente na
membrana celular com consequente producdo de anticorpos anti-eritrocitos pelo hospedeiro.
Na hemolise extravascular hd sequestro e fagocitose das hemacias por macréfagos do bacgo,
figado, pulméo e medula déssea (TASKER, 2010), além de determinar a ocorréncia de anemia
hemolitica imunomediada (AHIM) secundaria (VILLIERS, 2005). Quando ocorre a fixacdo
do complemento pelas imunoglobulinas, ha aumento da fragilidade osmética levando a
hemdlise intravascular (TASKER, 2010).

No estudo realizado por Pitorri e colaboradores (2012), presuntivamente foi
diagnosticada a anemia hemolitica com base na ocorréncia de uma grave anemia
regenerativa na auséncia de evidéncia clinica de perda de sangue interna ou externa. No
entanto, nao foi realizado o teste de Coomb’s, ndo observaram na avaliagdo microscopica
direta a presenca de esferocitose e a ocorréncia autoaglutinacdo, que possibilitaria outras
evidéncias da possibilidade de anemia hemolitica imunomedia.

Enquanto investigava uma possivel correlacdo entre anemia hemolitica imunomediada
(AHIM) e micoplasmas hemotropicos em 227 cées no Reino Unido, verificou-se que dos 37
cdes anémicos com AHIM primaria, 77 cdes com anemia que ndo satisfaziam os critérios de
inclusdo para AHIM priméaria e 113 cdes sem anemia foram todos negativos para
hemoplasmas caninopela gPCR (WARMAN, et al., 2010), sugerindo que pode ndo haver
associagao entre anemia e a infecgdo pelo agente.

2.1.5 Sinais clinicos e achados laboratoriais
A maioria dos cdes infectados por hemoplasmas sdo relatados como portadores

assintomaticos cronicos do agente ou em infeccdo latente. Nesta forma de infeccdo, os
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microrganismos sao encontrados apenas periodicamente e em ndmero reduzido no sangue
(HOSKINS 1991; KEMMING et al., 2004; CHALKER, 2005; HUEBNER et al., 2006;
NOVACCO et al.,, 2010). Apenas casos esporadicos de forma aguda grave, com anemia
hemolitica tém sido relatados, geralmente em imunocomprometidos, doenca coexistente ou
caes esplenectomizados (BUNDZA et al., 1976; SYKES et al., 2004; KEMMING et al.,
2004*°: KENNY et al., 2004; CHALKER, 2005; WIILI etal., 2010).

Dentre os sinais clinicos que podem ser observados nos cdes com hemoplasmas, cita-
se anorexia, letargia, perda de peso, inapeténcia, febre e mucosas palidas. Os esfregagos
sanguineos podem apresentar anisocitose, poiquilocitose, policromasia, corspusculo de
Howell-Jolly e corpos de inclusdo semelhantes a cocos e formas de cadeia na superficie dos
eritrécitos (BUNDZA et al., 1976; KEMMING et al., 2004%; WIILI etal., 2010). Ocorréncia
de teste de Coomb’s indireto positivo, pode contribuir para o diagndstico da anemia
autoimune (BUNDZA et al., 1976).

As infeccbes cronicas, em fase de laténcia, podem ser reativadas devido as doencas
concomitantes, como erliquiose (INOKUMA, 2006), babesiose (BAKER et al.,, 1971;
WRIGTH, 1971) e septicemia (PRYOR & BRADBURY, 1975; NOVACCO et al.,2010).
Alteracbes na resposta imunoldgica podem explicar o desenvolvimento de infeccdes
oportunistas em alguns animais com hemoplasmose latente. H4 uma falta de informacéo sobre
0 curso clinico da doenga em cées infectados com ‘Candidatus M. haematoparvum’ . O curso
clinico das infeccbes em cées por ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M.
turicencis’ € em grande parte desconhecido. Por outro lado, a infeccdo por M. haemocanis,
que € encontrado em todo o mundo, geralmente induz a anemia clinicamente significativa,
particularmente em cdes imunocomprometidos ou esplenectomizados (BRINSON &
MESSICK, 2001; INOKUMA et al, 2006;. NOVACCO et al, 2010; RAMOS et al., 2010). A
primeira descri¢do do ‘Candidatus M. haematoparvum” em associacdo com anemia foi
relatada por Sykes, et al. (2004) em um céo esplenectomizado submetido a quimioterapia
para a leucemia. A partir de entdo, correlacionou-se a infec¢do aguda por ‘Candidatus M.
haematoparvum’ com animais imunocomprometidos, esplenectomizados ou com neoplasia
(SYKES, et al., 2005; WENGI, et al., 2008). No entanto, a maioria dos cdes infectados
apresentam infeccdes cronicas e assintomaticas (CHALKER, 2005).

2.1.6 Diagnostico

O método mais comumente utilizado para diagndstico da hemoplasmose € a
demonstracdo de organismos na superficie dos eritrocitos por meio da microscopia Optica de
esfregacos sanguineos, bem como associa¢do com sinais clinicos, histérico e habitos de vida
do animal (TOLEDO-PINTO et al., 2005).

2.1.6.1 Citologia de esfregacos sanguineos

Historicamente o diagnostico da micoplasmose é realizado utilizando a técnica
citologica de esfregaco sanguineo, onde principalmente o M. haemocanis aparece na forma
cocoide, de anéis, hastes ou cadeias em severas infestacbes (VENABLE et al., 1968;
MESSICK et al., 2002; TASKER, 2010). A técnica de citologia requer que o micro-
organismo esteja em quantidade e seja grande o suficiente para ser visualizado
microscopicamente. Com o aumento da bacteremia, 0s organismos podem ser observados em
esfregacos de sangue periférico, porém com reduzida sensibilidade e especificidade
diagnédstica (BRINSON & MESSICK, 2001; MESSSICK, 2004; CHALKER, 2005).
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A sensibilidade da técnica reduz a medida que a doenca progride em decorréncia da
tendéncia natural do sistema imune do hospedeiro em reduzir a quantidade do agente no
organismo (VEIR & LAPPIN, 2010), devido adaptacdo do organismo a infec¢do. Os
hemoplasmas sdo tipicamente encontrados na periferia das hemécias, podendo estar na forma
Unica, em pares, ou em cadeias em severas infestacdes. Ocasionalmente, podem ser vistos
livre dos eritrocitos (MESSICK, 2003; TASKER, 2010). A escolha por esfregacos sanguineos
frescos é imperativa, uma vez que os parasitas se destacam das hemacias em poucas horas
quando na presenca de EDTA (ALLEMAN et al., 1999), caracteristica que adicionada ao
carater flutuante da parasitemia dos hemoplasmas conferem comumente resultados falso-
negativos (SYKES, 2003; TASKER, 2010).Resultados falso-positivos ocorrem comumente
guando os hemoplasmas sdo confundidos com precipitados de corante, corplsculos de
Howell-Jolly, artefatos secundarios a secagem lenta do esfregaco sanguineo ou ponteado
basofilico (SYKES, 2003; KEMMING et al., 2004%, TASKER, 2013).

Devido a parasitemia ciclica e infeccdo crénica, esta técnica ndo é nem sensivel nem
especifica para o diagndstico. Com o surgimento das técnicas de diagnostico molecular, como
PCR convencional e PCR em tempo real, as mesmas tém sido amplamente utilizadas e com
sucesso na identificacdo de animais agudamente e cronicamente infectados (MESSICK, 2004;
HOELZLE,2008).

2.1.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Devido ao desenvolvimento da técnica de PCR que amplifica exponencialmente
fragmentos especificos de DNA até niveis detectaveis (TASKER & LAPPIN, 2002;
TASKER, 2010), esta tem se tornado o método de escolha para o diagnostico de infec¢Bes por
hemoplasmas devido a elevada sensibilidade e especificidade, permitindo obter um
diagndstico preciso e, através do sequenciamento do fragmento amplificado, comparar a
posicdo filogenética dos hemoplasmas (MESSICK, 2003; TASKER, 2006).

Estudos demonstram que a PCR tem maior sensibilidade na detec¢do de hemoplasmas
guando comparada a citologia em diversos estudos. A frequéncia de hemoplasmas
determinada pela técnica de citologia varia entre 0,48% a 6,7% enguanto que por PCR 0s
niveis de deteccdo variam entre 6,5% a 56,7% (CRIADO-FORNELIO et al., 2003;
BAUMANN et al., 2006; MAIA, 2008; BORTOLI et al., 2012; JENKINS et al., 2013). No
entanto, o relato realizado por Hulme-Moir et. al., (2010) descreve que utilizando a técnica de
gPCR como método diagndstico, observou-se uma reducdo significativa do numero de copias
M. haemocanis, e meses apds o término do tratamento a técnica citolégica ndo detectava a
parasitemia.

Salientando a similaridade apresentada em estudos de filogenética do gene 16S rRNA
entre M. haemofelis e M. haemocanis acima de 99% de homologia, sdo utilizados os mesmos
oligonucleotideos inciadores para deteccdo de hemoplasmas felinos e caninos (TASKER et
al.,, 2003; BRINSON; MESSICK, 2001; BIRKENHEUER et al., 2002). As reacOes
atualmente existentes amplificam, principalmente, fragmentos dos genes 16S rRNA e rnpB
(MESSICK, 2003; TASKER, 2010). Além disso, a inclusdo da gPCR é um ensaio molecular
mais sensivel que PCR convencional (TASKER, 2010), permitindo assim quantificar o DNA
do parasito presente na amostra e consequentemente monitorar a resposta ao tratamento
(BRADDOCK et al., 2004; TASKER, 2010; HULME-MOIR et al., 2010). Recentemente foi
reportada um Multiplex PCR (m-PCR) capaz de detectar de forma rapida e facil os agentes M.
haemocanis e ‘Candidatus M. haematoparvum’ (TORKAN et al., 2014).
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2.1.6.3 Testes sorologicos

O desenvolvimento de técnicas soroldgicas é trabalhoso, uma vez que os hemoplasmas
ndo sdo cultivados in vitro em decorréncia da auséncia de conhecimento especifico sobre suas
caracteristicas de crescimento e requerimento energético. Desta forma os antigenos devem ser
obtidos por meio de infec¢do experimental. Logo, testes soroldgicos, baseados em proteinas
do parasito, ainda ndo estao disponiveis comercialmente, muito embora estudos estejam sendo
desenvolvidos nesse proposito. Estudos tém sido direcionados na identificacdo e expressao de
proteinas recombinantes com potencial imunogénico (BARKER et al., 2011b; MESSICK;
SANTOS, 2011). Wolf-Jackel et al. (2010) identificaram, caracterizaram e produziram
antigeno recombinante da proteina DNAKk a partir de felinos natural e experimentalmente
infectados por M. haemofelis. O antigeno foi reconhecido com sucesso por anticorpos de
gatos infectados com M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M.
turicensis’ por meio dos testes sorologicos ‘Western blotting” e Ensaio Imunoenzimatico
Indireto (ELISA). Baumann et al. (2013) observaram soroconversdo satisfatoria em gatos
infectados por M. haemofelis utilizando a mesma técnica.

2.1.7 Tratamento

No tratamento, doxiciclina é o antibiotico de escolha, este inibe a sintese de proteinas
bacterianas. Recentemente a enrofloxacina, foi descrita com acdo igual ou superior aos
medicamentos doxiciclina. Assim, o tratamento com doxiciclina ou enrofloxacina pode
efetivamente controlar a infeccdo aguda , mas nenhum dos antibioticos testados até a data
retira os parasitas definitivamente do organismo (HOSKINS, 1991; MESSICK, 2003; WILLI
et al.,, 2010). A administracdo concomitante de corticosterdides no tratamento de
hemoplasmose canina é utilizada para limitar a hemolise e fagocitose de hemaécias
(KEMMING, et al., 2004).

Sharifiyazdi e colaboradores (2014) utilizaram ciprofloxacina e predinisona no
tratamento de um c&@o ndo-esplenectomizado positivo para ‘Candidatus Mycoplasma
hematoparvum’ que apresentava um processo hemolitico, pirexia e depressdao. Os sinais
clinicos melhoraram apoés trés dias e dois meses pds-tratamento ndo houve recorréncia da
infeccao.

Hulme-Moir et. al. (2010) descreveram pela primeira vez o uso da qPCR para
monitorar o tratamento da infeccdo por M. haemocanis em cdo esplenectomizado. Os
resultados da analise indicam que nem a oxitetraciclina, nem a enrofloxacina foram eficazes
na reducdo significativa do nimero de cépias de M. haemocanis mesmo apds 11 meses de
tratamento. No entanto, 0s animais apresentaram melhoria nos parametros hematolégicos e
houve controle dos sinais clinicos de forma satisfatoria.

E digno de nota, que varios autores relataram a melhora clinica do paciente, mas o
término da infeccdo nédo foi alcangado, permanecendo 0 mesmo positivo para M. haemocanis
(HOSKINS, 1991; BRISON & MESSICK, 2001; KEMMING et al.2° 2004; DONOVAN,
1960).

2.1.8 Prevencéao

Como a epidemiologia da hemoplasmose canina é pouco compreendida, sua
prevencao torna-se dificil. Considerando as diversas possibilidades de transmisséo associadas
aos fatores de risco, recomenda-se o controle dos artropodes vetores. Assim, considerando
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que o carrapato R. sanguineus é considerado o principal vetor de M. haemocanis em cées
(SENEVIRATNA et al., 1973; MESSICK, 2003) e que estudos sugerem a participacdo da
pulga C. felis como possivel vetor, o controle destes ectoparasitas torna-se primordial.

Adicionalmente, é de notavel importancia evitar que ocorram superpopulacdo de
animais, pois devido a disputa por territorio podem ocorrer brigas facilitando a inoculagéo
direta do agente através de ferimentos e trocas de fluidos corporais. Adicionalmente, em
locais onde h& super aglomeracdo de animais, ha maior risco de exposicdo a pulgas e
carrapatos.

2.1.9 Importéancia em Saude Pablica

Historicamente, infeccBes por organismos semelhantes aos hemoplasmas foram
relatadas em humanos por meio de diagndstico citoldgico, especialmente naqueles portadores
de alguma alteracdo sistémica, tais quais, neoplasia, lUpus eritematoso sistémico e portadores
do virus HIV (CLARK, 1975; PUNTARIC et al., 1986; DUARTE et al., 1992; YANG et al.,
2000; BOSNIC et al., 2010). Tasker et al. (2010) ndo conseguiram confirmar as infeccbes
reportadas previamente por Clark et al. (1975) e Yang et al. (2000) a partir de DNA obtido
dos respectivos esfregacos sanguineos dos humanos, indicando que possivelmente tratavam-
se de infecgOes por outros agentes.

No Brasil, M. haemofelis foi detectado no sangue de um paciente humano HIV
positivo hospitalizado com sintomas clinicos, coinfectado por Bartonella henselae e com
histérico de mordida e arranhaduras por gatos. Os gatos do paciente também foram positivos
para M. haemofelis e para Bartonella spp. (SANTOS et al., 2008). Tasker et al. (2010)
encontraram DNA de hemoplasma em paciente sul africana portadora do virus HIV,
entretanto, a espécie ndo pode ser caracterizada devido a baixa parasitemia. Acrescenta-se a
isso, a similaridade apresentada em estudos de filogenética do gene 16S rRNA, com
homologia acima de 99% entre M. haemofelis de ocorréncia em felinos com M.haemocanis
em cdes (TASKER et al., 2003; BRINSON & MESSICK, 2001; BIRKENHEUER et al.,
2002). Assim, deve-se considerar que hemoplasmas podem, possivelmente, atuar como um
agravante em pacientes imunocomprometidos.

Médicos veterinarios também representam um grupo de risco a estas infeccdes. Maggi
et al. (2013) reportaram coinfeccdo por Anaplasma platys, B. henselae e ‘Candidatus M.
haematoparvum’ em uma médica veterindria que estava frequentemente em contato com
animais domésticos e silvestres e seus vetores e apresentava historico de mordidas e
arranhaduras. Hu et al. (2009) evidenciou infeccdo pelo micoplasma hemotroéfico,
Mycoplasmas suis, em médicos veterinarios e fazendeiros na China.

Poucas informacOes estdo disponiveis a respeito da ocorréncia de micoplasmas em
humanos, bem como sobre seu potencial zoonético. Desta forma, médicos veterinarios que
representam grupo de risco devem manipular o sangue de animais infectados com cautela
(SYKES, 2010) e utilizar equipamentos de protecdo e habitos de higiene em qualquer
procedimento com animais (MAGGI et al., 2013).

3 METODOLOGIA

3.1 Principios éticos
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Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados pela
CEUA/IV/UFRRIJ (A Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro), sob o protocolo nimero 028/2014 e atende
aos principios basicos e éticos para pesquisa envolvendo o uso de animais. Todos 0s
procedimentos foram realizados por uma equipe de médicos veterinarios capacitados.

3.2 Animais

Foram avaliadas 222 amostras (149 fémeas e 73 machos) obtidas de cdes domésticos,
provenientes de treze abrigos localizados na Regido Metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro: Seropédica (4 abrigos), Belford Roxo (1 abrigo), Itaguai (1 abrigo), Mesquita (2
abrigos), Nova Iguacu (1 abrigo), Sdo Goncalo (1 abrigo), Guapimirim (1 abrigo), Rio de
Janeiro (2 abrigo) (Figura 1). Previamente a colheita de sangue, os responsaveis pelos animais
foram devidamente esclarecidos sobre os termos do projeto, objetivos e importancia do estudo
e posteriormente um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) foi
assinado permitindo a coleta do sangue e uso do material na pesquisa. No momento da coleta
de sangue foram observados dados relacionados ao hospedeiro (género, idade, histdrico de
brigas, acesso a rua, castracdo, historico de pulgas, historico de carrapatos, presenca de
pulgas, presenca de carrapatos, animais contactantes) (ANEXO B). As amostras foram
coletadas por conveniéncia, de acordo com a disponibilidade dos responsaveis pelos abrigos.
Adicionalmente, os abrigos foram classificados de acordo com a sua condigdo estrutural e
higiénico-sanitaria (ANEXO C) em: 6timo, bom, razoavel, ruim e péssimo. Sendo os abrigos
considerados péssimos havia alimentacdo insuficiente, superlotacdo, ndo ocorria divisdo dos
animais em recintos diferentes, a maioria dos animais ndo castrados, ndo havia controle de
ectoparasitas, endoparasitas e animais contactantes. Abrigos considerados ruins apresentavam
alimentacdo em quantidade suficiente no entanto de qualidade inferior, superlotacdo, poucos
animais castrados, uma pequena separacdo dos animais por sexo distintos na maioria das
vezes, sem controle de ectoparasitas e endoparasitas. Abrigos considerados de qualidade
razoavel apresentavam alimentacdo em quantidade suficiente no entanto de qualidade inferior,
grande quantidade de animais por recinto, maior propor¢cdo de animais castrados
correlacionado com os abrigos considerados inferiores na classificacdo, com controle de
ectoparasitas, endoparasitas e contactantes de forma insuficiente. Abrigos considerados bons
possuiam alimentacdo suficiente e de qualidade, ndo havendo superlotacdo nos recintos, a
maioria dos cées eram castrados e havia controle de ectoparasitas e endoparistas na maioria
dos cées. O abrigo considerado 6timo possuia alimentacdo de qualidade e suficiente, animais
dispostos em recintos com poucos animais e respeitando afinidades e necessidades
individuais, a castracdo era feita regularmente e havia controle de ectoparasitas e
endoparasitas eficiente.

O exame clinico (ANEXO B) dos caes foi realizado antes da obtencdo das amostras de
sangue foram avaliados: comportamento, estado corporal, temperatura retal, pulso,
movimentos respiratorios, tempo de preenchimento capilar, coloracdo das mucosas, presenca
de ectoparasitos.
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Figura 2. Municipios pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. Locais de
obtencg&o das amostras e total de animais coletados por localidade.

REGIAO MEIROPOLITANA DO RIO DE JANEIRO

1) Rio de Janeiro (n=50)
2) Belford Roxo (n=7)
3) Guapimirim (n=9)
4) ltaguai (n=22)

5) Mesquita (n=14)

6) Nova lguagu (n=15)

7) Séo Gongalo (n=11)
8)Seropédica (n=94)

3.3 Coleta de Sangue

As amostras sanguineas foram de volume aproximado a 2 ml e obtidas por
venopuncdo cefalica ou jugular. O sangue foi dividido em um frasco contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e em outro sem anticoagulantes
para posterior separacdo do soro sanguineo por centrifugacdo. As amostras de soro foram
preservadas a — 20°C até a realizacdo das determinagdes bioquimicas, conforme descrito
abaixo. As amostras nos tubos contendo EDTA foram empregadas na analise hematoldgica e
posteriormente armazenados a — 80°C para posterior utilizagdo nos ensaios de biologia
molecular, conforme descrito abaixo.

Uma fracdo do sangue fresco coletado foi utilizada para a confecgdo de esfregacos
sanguineos a fim de realizar o diagndstico direto dos hemoplasmas.
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3.4 Analises Hematoldgicas

A andlise hematoldgica foi realizada no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (LABVET/UFRRJ). As analises foram
executadas em contador automatico de células Poch100/Roche, segundo recomendacGes do
fabricante e com auxilio de microscopio Optico comum. Os parametros hematologicos
determinados foram contagem global de hemacias, leucécitos e plaquetas, determinacéo de
hemoglobina, volume globular e indices hematimétricos CHCM e VCM. Morfologia
eritrocitaria e leucometria especifica foram realizadas com auxilio de microscépio (1000x)
apos coloracdo dos esfregacos sanguineos pelo Método Romanowsky (Giemsa) (JAIN, 1993).
A pesquisa dos agentes eritrociticos consistiu na deteccdo de formas evolutivas do parasita
por leitura de 200 campos do esfregaco com o auxilio de microscopio oOptico (1000x). A
concentracdo de proteinas totais foi determinada pela técnica de refratometria. Nos animais
gue apresentaram anemia, foi realizada a contagem de reticuldcitos, conforme técnica descrita
por Thrall (2007).

3.5 Andlises Bioquimicas

Os perfis bioquimicos foram realizados no LABVET/UFRRJ através de analisador
bioquimico semi-automatico (Bioplus), utilizando-se kits comercialmente disponiveis, de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os parametros séricos avaliados foram: proteina
total, albumina, globulina, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA). A avalicdo dos parametros foi realizada de
acordo com a disponibilidade do volume de soro.

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
3.6.1 Extracdo de DNA de sangue total

Uma amostra de 200 puL de sangue total dos cdes foi submetida ao processo de
extracdo de DNA total utilizando o Kit Relia Prep™ Blood gDNA Miniprep System
(Promega®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para monitoramento de DNA
contaminante durante o processo de extracdo de DNA total foi utilizado como controle
negativo 200 uL de &gua ultrapura esterilizada (Invitrogen®) em cada bateria de amostras
processadas. Todas as amostras de DNA total tiveram suas concentracdes determinadas pelo
espectrofotdbmetro  NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em aliquotas e
armazenadas a -80°C até a realizacdo dos ensaios moleculares.

3.6.2 Reac0Oes de Amplificagcdo para hemoplasmas

3.6.2.1 PCR em Tempo Real (qPCR) para Mycoplasma spp.

As todas as 222 amostras de DNA dos cdes foram submetidas inicialmente a gPCR
baseada no gene que codifica 0 16S RNA ribossomal (16S rRNA), cujos fragmentos de 170pb
e 190pb amplificados correspondem as espécies Mycoplasma haemocanis e ‘Candidatus M.

haemoninutum’, respectivamente. Para esta analise, utilizaram o0s oligonucleotideos
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iniciadores  Forward  5-ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA-3> e Reverse 5’-
ACGCCCAATAAATCCGRATAAT-3’, descritos por KEWISH et al. (2004).

As reacdes foram realizadas no termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) com as seguintes especificacdes: volume final de 12uL, contendo uma
mistura de 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix, 0,625uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 3uL (£30ng/uL) de DNA teste ou controle. As condigdes de amplificacdo
consistiram em: desnaturacdo inicial de 95°C por 10 minutos, seguido por com 45 ciclos
compostos por desnaturagdo a 95°C por 20 segundos, anelamento/extensdo a 60°C por 70
segundos. Apds a amplificacdo, uma curva de dissociacdo obtida serviupara verificar a
especificidade da amplificacdo. Foram consideradas positivas amostras com limiar de
deteccdo (Ct) de até 40 ciclos, cujo produto amplificado apresentou a mesma temperatura de
dissociagéo dos controles positivos.

Posteriormente, as amostras positivas foramsubmetidas a reacdo com par de
oligonucleotideos iniciadores mais especificos para cada espécie baseados no gene 16S
rRNA, conforme descrito abaixo.

3.6.2.2 Reacdo de amplificacdo especifica para Mycoplasma haemocanis

As amostras 45 amostras poositivas na técnica de qPCR foram submetidas a PCR
convencional para a amplificacdo de fragmento de 393pb do gene 16S rRNA. Para esta
analise, foram  utilizados os  oligonucleotideos  iniciadores  Hfelis-fl ~ 5°-
GACTTTGGTTTCGGCCAAGG-3’ ¢ Hfelis-r3 5-CGAAGTACTATCATAATTATCCCTC-
3’, descritos por Berent et al. (1998). As reacbes de amplificacdo foram realizadas no
termociclador (Veriti®, modelo 9902) com as seguintes especificacdes: volume final de
25uL, contendo uma mistura de 3uL. DNA teste ou controle, 0,2mM de cada deoxinucleotideo
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,0mM de Cloreto
de magnésio, 1,25U de Taq polimerase, tampéo de PCR (1x) e dgua ultra-pura esterilizada. As
condicdes de amplificacdo consistiram em: desnaturacdo inicial de 94°C por 10 minutos com
40 ciclos compostos por desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 54°C por 45
segundos e extensao a 72°C por 1 minuto, seguidos por extensao final de 72°C por 7 minutos.

3.6.2.3 Reagdo de amplificacdo especifica para ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’/’Candidatus Mycoplasma haemominutum’

As amostras 45 amostras poositivas na técnica de gPCR foram submetidas a PCR
convencional para a amplificacdo de fragmento de 192pb do gene 16S rRNA. Para esta
analise, utilizaram os oligonucleotideos iniciadores Cali-F1 5"- GCATAATGTGTCGCAATC
-3" e Cali-R15- GTTTCAACTAGTACTTTCTCCC -3” descritos por Foley et al. (1998).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador (Veriti®, modelo 9902)
com as seguintes especificagdes: volume final de 25uL, contendo uma mistura de 3uL DNA
teste ou controle, 0,2mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,2uM de
cada oligonucleotideo iniciador, 1,5mM de Cloreto de magnésio, 1,25U de Taq polimerase,
tampé&o de PCR (1x) e agua ultra-pura esterilizada. As condicGes de amplificacdo consistiram
em: desnaturagéo inicial de 95°C por 2 minutos com 38 ciclos compostos por desnaturacéo a
94°C por 45 segundos, anelamento a 54°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45
segundos, seguidos por extensao final de 72°C por 7 minutos.
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3.6.24 Reacdo de amplificacdo especifica para ‘CandidatusMycoplasma
turicensis’

As todas as 222 amostras de DNA dos cées foram submetidas & PCR convencional
para a amplificacdo de fragmento de 488pb do gene 16S rRNA. Para esta analise, foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores Mt-Fw 5- GTATCCTCCATCAGACAGAA -3" e
Mt2-Rv 5°- CGCTCCATATTTAATTCCAA -3, descritos por Santos et al. (2009).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador (Veriti®, modelo 9902)
com as seguintes especificacdes: volume final de 25uL, contendo uma mistura de 3uL DNA
teste ou controle, 200mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0.4uMde
cada oligonucleotideo iniciador, 1.5mM de Cloreto de magneésio, 1,25U de Taq polimerase,
tampdo de PCR (1x) e agua ultra-pura esterilizada. As condi¢es de amplificacdo consistiram
em: desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos com 35 ciclos compostos por desnaturacdo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos,
seguidos por extensdo final de 72°C por 5 minutos.

3.6.3 Controles positivos e negativos dos ensaios moleculares

Os controles positivos que foram utilizados em todos os ensaios moleculares de
micoplasmas hemotroficos foram gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Rosangela Zacarias
Machado e Prof. Dr. Marcos Rogério André (UNESP/Jaboticabal), colaboradores do presente
estudo. Agua ultrapura livre de DNAse e RNAse (UltraPure™, Invitrogen) foi utilizada como
controle negativo das reacoes.

3.6.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5%, a 80 V, durante 90 minutos e corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) por
15 minutos. Para a determinacdo dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de
peso molecular de acordo com o tamanho do produto esperado (100pb/1Kb DNA Ladder,
Invitrogen®). Os resultados foram visualizados e analisados através do transiluminador de luz
ultravioleta L-PIX Touch (Loccus biotecnologia), no qual as bandas observadas nas amostras
foram comparadas ao peso molecular para confirmacdo da amplificacdo do fragmento
esperado.

3.7 Analise estatistica

O teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de 5% de significancia foi utilizado
para verificar a correlacdo entre hemoplasmas hemotroéficos e os dados obtidos, incluindo as
alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioguimicas, bem como as variaveis género, raca e idade.

Os parametros hematoldgicos e bioguimicos foram submetidos inicialmente ao teste
de normalidade de Lillierforse quando apresentaram normalidade foram avaliados por analise
de variancia (ANOVA) e teste t de Student. Entretanto, quando apresentaram nao normalidade
foram submetidos ao teste Mann-Whitney. Para a realizacdo de todos os testes estatisticos
acima mencionados foi utilizado o programa de analise estatistica Bioestat 4.0.
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4 RESULTADOS
4.1 Pesquisa de hemoplasmas em esfregago sanguineo

Nos esfregacos sanguineos dos cées positivos na gPCR, foi analisada a presenca de
hemoparasitos, dos quais 13,33% (6/45) apresentaram estruturas epieritrociticas sugestivas de
infeccdo por hemoplasmas (Figura 3). No entanto, ressalta-se que houve dificuldade de
visualizacdo das estruturas devido a precipitagéo de corante nas laminas.

Figura 3. Esfregaco de sangue apresentando estruturas epieritrociticas sugestivas de
hemoplasmas em cocos em cadeia. (Giemsa, 1000x).

4.2 Diagnostico molecular de hemoplasmas baseado no gene 16S rRNA

A deteccdo de Mycoplasma spp. nos cdes amostrados foi obtida por meio da técnica de
gPCR. Na analise dos resultados obtidos, 20,27% (45/222) dos cdes amostrados apresentaram
amplificacdo do fragmento do gene 16S rRNA (Figura 4), sendo portanto, considerados
positivos. O valor médio de CT observado nas amostras positivas foi de 29,89 ciclos, com
variacdo entre 20,79 e 40,94 ciclos. A temperatura de dissociacdo (Tm) dos produtos
amplificados foi semelhante a do controle positivo, indicando a especificidade da reagéo
(Figura 5).
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Figura 4. Curva de amplificacdo do fragmento do gene 16S rRNA de Mycoplasma spp.
obtidos pela PCR em tempo real (Sistema SYBRGreen). As linhas em cor de rosa indicam o
controle positivo e as demais linhas, as amostras positivas.

Controle positivo i
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Derivative Reporter (-Rn)

85.0 700 75.0 80.0 85.0 0.0 5.0
Tm: 76
Temperature (°C)

Figura 5. Curva de dissociagdo do fragmento do gene 16S rRNA do controle positivo e das
amostras positivas demonstrando a especificidade de amplificacdo de Mycoplasma spp. na
PCR em tempo real.

As amostras positivas na gPCR foram posteriormente submetidas a PCR convencional
utilizando primers especificos para determinacdo das espécies infectantes. A frequéncia de
positividade constatada foi de: 13,06% (29/222) para Mycoplasma haemocanis (Figura 6), 0%
(0/222) para ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ e 2,25% (5/222) para ‘Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’/‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (Figura 7). Foram
identificadas coinfec¢bes entre ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’/‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ e Mycoplasma haemocanis 1,35% (3/222). A diferenca de
positividade entre as técnicas é devido a maior sensibilidade diagnéstica da qPCR comparada
a PCR convencional.
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Figura 6. Bandas correspondentes a amplificacdo de fragmento de 393 pares de base do gene
16S rRNA de Mycoplasma haemocanis, por meio de PCR convencional, apds eletroforese em
gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. PM: Marcador de peso molecular de
100 pares de base (Invitrogen®); -: Controle negativo (Agua ultrapura); +: Controle positivo;
Canaletas 1 a 4- 6 a 11- 14 a 16: Cdes negativos; Canaleta 5 e 12: Cées positivos.
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Figura 7. Bandas correspondentes a amplificacao de fragmento de 192 pares de base do gene
16S rRNA de ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’, por meio de PCR
convencional, apés eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. PM:
Marcador de peso molecular de 100 pares de base (Invitrogen®); -: Controle negativo (Agua
ultrapura); +: Controle positivo; Canaletas 1 a 9- 11 a 15: Cées negativos; Canaletas 10: Céo
positivo.

4.3 Distribuigdo de hemoplasmas na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro

Foram utilizadas 222 amostras de cdes provenientes de abrigos localizados na Regiédo
Metropolitana do Rio de Janeiro. O nimero de amostras por municipio onde os abrigos
estavam localizados e os resultados na técnica qPCR estdo descritos na Tabela 1.
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Adicionalmente, as condicdes estruturais de cada abrigo e 0 nimero de animais coletados, o
ndmero de positivos em relacdo ao total e os animais contactantes estdo demonstrados na
Tabela 2. Nas tabelas 3 e 4 estdo demonstrados a frequéncia de infec¢cdo nos municipios por
Mycoplasma haemocanis e ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’/Candidatus
Mycoplasma haemominutum’.

Tabela 1. Frequéncia de cdes domésticos positivos pela qPCR para Mycoplasma ssp.
oriundos de abrigos localizados na regido metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.

Municipio Positivo Negativo Total
Belford Roxo 0 (0,0%) 7 (100,0%) 7
Seropédica 20 (21,3%) 74 (78,7%) 94
Mesquita 0 (0,0%) 14 (100,0%) 14
Nova Iguagu 1(6,7%) 14 (93,3%) 15
Rio de Janeiro 15 (30,0%) 35 (60,0%) 50
Itaguai 4 (18,2%) 18 (81,8%) 22
Séo Gongalo 2 (18,2%) 9 (81,8%) 11
Guapemirim 3 (33,3%) 6 (66,7%) 9

Tabela 2. Localizacdo dos abrigos, condi¢des estruturais, numero de animais coletados, o
namero de positivos em relacdo ao total de animais contactantes.

_ Abrig Condicao NQmero o
Cidade estrutural do positivos/tota Animais contactantes
abrigo I
Belford Roxo A Ruim 0/7 Felinos
Itagual B Razoavel 4/22 Felinos, ovinos_, aves (_Jlomésticas,
pombos, animais silvestres

Mesquita C Otima 0/2 Fel!nos

D Ruim 0/12 Felinos
Sdo Gongcalo E Boa 2/11 Felinos e animais silvestres
Guapemirim F Boa 3/9 Felinos e animais silvestres
Rio de G Péssima 12/36 Felinos, pombos, roedores, baratas
Janeiro H Boa 3/14 Felinos, roedores

| Péssima 2/12 Felinos, roedqres, baratas, animais

silvestres

Seropédica J Razoavel 0/4 Felinos e animais silvestres

K Razoavel 1/9 Felinos e animais silvestres

L Razoavel 18/69 Felinos, roedores, animais silvestres
Nova Iguagu M Ruim 0/15 Felinos

As letras sdo apenas para demonstrar abrigos diferentes em cada cidade. Animais positivos na técnica
gPCR para Mycoplasma spp..
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Tabela 3. Frequéncia de cdes domésticos positivos pela PCR convencional baseada no gene
16S rRNApara Mycoplasma haemocanis oriundos de abrigos localizados na regido
metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.

Municipio Positivo Negativo Total
Belford Roxo 0 (0,0%) 7 (100,0%) 7
Seropédica 11 (11,7%) 83 (88,3%) 94
Mesquita 0 (0,0%) 14 (100,0%) 14
Nova lguagu 0 (0,0%) 15 (100,0%) 15
Rio de Janeiro 12 (24,0%) 38 (76,0%) 50
Itaguai 2 (9,1%) 20 (90,9%) 22
Séo Gongalo 2 (18,2%) 9 (81,8%) 11
Guapemirim 2 (22,2%) 7 (77,8%) 9

Tabela 4. Frequéncia de cdes domésticos positivos pela PCR convencional baseada no gene
16S rRNApara ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’/‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ oriundos de abrigos localizados na regido metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro.

Municipio Positivo Negativo Total
Belford Roxo 0 (0,0%) 7 (100,0%) 7
Seropédica 2 (2,1%) 92 (97,9%) 94
Mesquita 0 (0,0%) 14 (100,0%) 14
Nova lguagu 0 (0,0%) 15 (100,0%) 15
Rio de Janeiro 3 (6,0%) 38 (94,0%) 50
Itaguai 0 (0,0%) 22 (100,0%) 22
Sdo Gongalo 0 (0,0%) 11 (100,0%) 11
Guapimirim 0 (0,0%) 9 (100,0%) 9

4.4 Analise de parametros hematoldgicos correlacionados com a ocorréncia de
hemoplasmas

4.4.1 Mycoplasma spp.

Os valores médios do eritrograma, leucograma e complementos (proteina plasmatica
total, trombograma e reticuldcitos) dos cdes domésticos negativos e positivos para
Mycoplasma spp. estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6. O resultado que demonstrou haver
diferenga significativa foi a proteina plasmaética total (p= 0,0010), no entanto, permanecendo
dentro do valor de referéncia da espécie. Os demais parametros hematoldgicos nao diferiram
entre si a 5 % de significancia. Vale ressaltar, que os eosindfilos apresentaram valores médios
superiores aos determinados como referéncia para espécie em ambos 0s grupos. Em
contrapartida, hematocrito e hemacias apresentaram valores médios abaixos dos valores de
referéncia para ambos os grupos.
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Tabela 5: Andlise descritiva dos parametros relacionados ao eritrograma e complementos
(plaquetas, proteina plasmaética total e reticuldcito) dos cées positivos e negativos na PCR em
Tempo Real para Mycoplasma spp., oriundos de abrigos pertencentes a Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro.

Parametros  Resultado N Meédia DP EP Min. Max. p-valor Referéncia

.. . .
Hematdcrito Positivo 45 36,9 6,9 1,0 22 50 0,3454 37.55%

(%) Negativo 177 361° 85 06 10 61
Hemécias Positivo 45 5,1% 10 01 3 7 *
(X108/uL) Negaivo 177 53° 16 01 1 12 08935 5585

Hemoglobina Positivo 45 11,72 2,4 0,4 7 16

- *
(g/dl) Negativo 177 111 32 02 3 2 02019 1018

Positivo 45 66,8° 4,3 06 52 76

VEM (fL) Negativo 177 66,5° 4,8 04 42 80

0,3448 60-77*

Positivo 45 32,3° 11 02 30 34

0
CHGM (%) Negativo 177  31,9° 1,8 01 26 37

0,2437 32-36*

L. L a
Reticulocitos Positivo 13 54,6 42,8 119 165 176 0,6843 < 70*

(x10°/uL) Negativo 76  6932° 639 733 51 413

Plauetas Positivo 45  237.2° 873 13 60 465 e

(x10%/uL) Negativo 177 232.6° 10952 823 03 624 7890 200-500
Positivo 45 78 12 02 6 10 .

PPT(@/d)  Negativo 177 71° 13 o1 4 10 00010 68

4 Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio; CHGM: Concentracdo de hemoglobina
globular média; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de cées; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.:
Limite minimo; Max.: Limite maximo. * Valores de referéncia segundo Jain (1993);** Valor de referéncia
segundo Thall (2007).
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Tabela 6: Analise descritiva dos parametros relacionados ao leucograma dos cdes positivos e
negativos na PCR em Tempo Real para Mycoplasma spp., oriundos de abrigos pertencentes a
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N  Média DP EP Min. Maéax. p-valor Referéncia

Leucdcitos Positivo 45 1297* 4,08 0,61 45 24,7

totais (x10uL) Negativo 177 12.40° 533 040 032 337 02213 &L
Metamielocitos  Positivo 45 00060° 0,039 0006 0 026 (o0, .
(x10%uL) Negativo 177 00100° 0105 0008 0 137 O

Bastoes Positivo 45 0,36* 0,70 0,10 0 4,02

(x10%/uL) Negativo 177 034 073 055 0 876 3092 003
Segmentados Positivo 45 7,44 284 042 225 1828 0.2512 3-115
(x109uL) Negaivo 177 7.90° 1157 087 177 1533 ° !
Linfocitos Positvo 45 277° 135 020 050 68 oo g
(x10%/uL) Negativo 177 288° 1930 014 084 1132 O :
Mondcitos Positivo 45 0,90° 0,49 0,073 0,13 2,35

(x10°/uL) Negativo 177 087° 067 0050 0 43 02479 015135
Eosindfilos Positivo 45  151° 164 024 0006 10,34

(x109uL) Negaivo 177 130° 135 010 0 707 1708 01125

Basofilos Positivo 45 0,006 0,027 0,0040 0 0,135

(x10%/uL) Negativo 177 0,008 0057 00043 o0 0552 08730  Raros

iMédias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, nio diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). N: nimero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo;
Max.: Limite maximo. Valores de referéncia segundo Jain (1993).

Na avaliacdo por frequéncia das alteracbes hematoldgicas observadas nos animais
positivos e negativos, pode ser observado que a hiperproteinemia foi associada a infeccdo por
Mycoplasma spp. (p<0,02) (Tabela 7). E apesar de haver diferenca estatistica quanto ao
parametro hipoproteinemia (p=0,0453), este foi observado apenas nos animais negativos. Nao
foi observada uma associacdo entre a infeccdo por hemoplasmas e a ocorréncia de anemia,
considerando esta determinada pela reducdo na contagem global de hemécias e/ou
hemoglobinas e/ou hematdcrito. De modo semelhante, as demais alteracbes hematologicas
ndo foram associadas estatisticamente a infeccdo por Mycoplasma spp., incluindo as
alteracOes leucocitérias (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7: AlteracGes no eritrograma e complementos (plaquetas, proteina plasmatica total e
reticuldcito) associadas a infeccdo por Mycoplasma spp. em cées oriundos abrigos da Regido

Metropolitana do Rio de Janeiro.

Mycoplasma spp. n(%)

Alteracdo hematoldgica — - p-valor
Positivos Negativos
Anemia (He, Ht, Hg) Sim 21 (46,7)° 98 (55,4)° 0,3801
N3o 24 (53,3) 79 (44,6)
VGM reduzido Sim 3(6,7)° 11 (6,2)* 0,9900
N3o 42 (93,3) 166 (93,8)
VGM aumentado Sim 0 (0 5(2,8)° 0,5858
N3o 45 (100) 172 (97,2)
CHGM reduzido Sim 10 (22,2) 66 (37,3) 0,8440
N3o 35 (77,8) 111 (62,7)
CHGM aumentado Sim 0(0)® 1(0,6)* 1,000
N3o 45 (100) 176 (99,4)
Reticulocitopenia ou valor Sim 10 (76,9)* 45 (59,2)* 0,3552
normal Nao 3(23,1) 31 (40,8)
Reticulocitose Sim 3(23,1) 31 (40,8) 0,3552
N3o 10 (76,9) 45 (59,2)
Hipoproteinemia Sim 0 (0)® 15 (10,6)° 0,0453
N3o 45 (100) 162 (89,5)
Hiperproteinemia Sim 20 (44,4)° 44 (24,9)° 0,0161
N3o 25 (55,6) 133 (75,1)
Trombocitopenia Sim 14 (31,1)° 64 (36,2) 0,6467
N3o 31 (68,9) 113 (63,8)
Trombocitose Sim 0(0)* 2(1,1)° 1,000
N3o 45 (100) 175 (98,9)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; gPCR:Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n:NUmero de cdes; VGM:

Volume globular médio; CHGM:Concentracdo de hemoglobina globular média.
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Tabela 8: Alteracbes no leucograma associadas a infeccdo por Mycoplasma spp. em cées
oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Alteracao Mycoplasma spp. n (%) val

hematoldgica Positivos (n=45) Negativos (n= 177) p-vator

Leucopenia Sim 2 (4,4) 19 (10,7) 1,000
Nao 43 (95,6) 158 (89,3)

L eucocitose Sim 3(6,7)° 13 (7,3)° 1,000
Nao 42 (93,3) 164 (92,7)

Moderado DNNE Sim 1(2,2)? 3(1,7)° 0,9730
No 44 (97,8) 174 (98,3)

Discreto DNNE Sim 15 (33,3)° 62 (35,0)° 0,2675
Nao 30 (66,7) 115 (65,0)

Neutropenia Sim 1(2,2)? 11 (6,2) 0,4672
No 44 (97,8) 166 (93,8)

Neutrofilia Sim 3(6,7)° 17 (9,6)° 0,7715
Nao 42 (93,3) 160 (90,4)

Monocitose Sim 4 (8,9) 30 (16,9)* 0,2675
No 41 (91,1) 147 (83,1)

Eosinofilia Sim 20 (44,4) 63 (35,6) 0,3559
No 25 (55,6) 123 (64,4)

Linfopenia Sim 1(2,2)? 22 (12,4)* 0,0533
Nao 22 (97,8) 155 (87,6)

Linfocitose Sim 3(6,7)% 23 (13,0) 0,3580
Nio 42 (93,3) 154 ( 87,0)

Basofilia Sim 2 (4,4)° 5 (2,8)° 0,6276
Nao 43 (95,6) 177 (97,2)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; gPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n:NUmero de cdes; DNNE:
Desvio nuclear neutrofilico a esquerda.

Na avaliacdo por frequéncia das alteracbes hematoldgicas observadas nos animais
desidratados positivos e negativos. E apesar de haver diferenca estatistica quanto ao
parametro CHGM (p= 0,0417), este foi observado apenas nos animais negativos. Nao foi
observada uma associagdo entre a infeccdo por hemoplasmas e a ocorréncia de anemia,
considerando esta determinada pela reducdo na contagem global de hemécias e/ou
hemoglobinas e/ou hematocrito. De modo semelhante, as demais alteracbes hematoldgicas
ndo foram associadas estatisticamente a infeccdo por Mycoplasma spp., incluindo as
alteracdes leucocitarias (Tabela 9 e 10).
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Tabela 9: AlteracGes no eritrograma e complementos (plaquetas, proteina plasmatica total e
reticuldcito) associadas a infeccdo por Mycoplasma spp. em cées desidratados oriundos
abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Mycoplasma spp. n(%o)

Alteracédo hematoldgica — - p-valor
Positivos Negativos
Anemia (He, Ht, Hg) Sim 4 (28,6) 44 (57,1)* 0,0788
N3o 10 (71,4) 33 (42,9)
VGM reduzido Sim 1(7,1) 6 (7,8)* 1,000
Nio 13 (92,9) 71(92,2)
VGM aumentado Sim 0 (0)? 3(3,9)° 1,000
N3o 14 (100) 74 (96,1)
CHGM reduzido Sim 4 (28,6)° 46 (59,7)°  0,0417
N3o 10 (71,4) 31 (40,3)
CHGM aumentado Sim 10 (22,2)* 66 (37,3)* 1,000
N30 35 (77,8) 111(62,7)
Reticuldcitos - arregenerativa*  Sim 1 (20,0)% 11 (25,0* 1,000
Nao 4 (80,0) 33 (75,0)
Reticuldcitos- regenerativa™ Sim 2 (40,0)% 16 (36,4)*  0,9955
N3o 3 (60,0) 28 (63,6)
Hipoproteinemia Sim 0 (0)? 8(10,4)*  0,3500
N3o 14 (100) 69 (89,6)
Hiperproteinemia Sim 5 (35,7)* 16 (20,8)*  0,2992
N3o 9 (55,6) 61 (79,2)
Trombocitopenia Sim 5 (35,7) 30 (39,02 1,000
N3o 9 (64,3) 47 (61,0)
Trombocitose Sim 0 (0)? 1(1,3)° 1,000
N3o 14 (100) 76 (98,7)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; gPCR:Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n:NUmero de cées; VGM:
Volume globular médio; CHGM:Concentracdo de hemoglobina globular média.
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Tabela 10: Alteracdes no leucograma associadas a infeccdo por Mycoplasma spp. em cées
desidratados oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Alteracao Mycoplasma spp. n (%)
hematolégica Positivos (n= 45) Negativos (n= 177) p-valor
Leucopenia Sim 0 (0)? 4 (5,2) 1,000
N&o 14 (100) 77 (94,8)
Leucocitose Sim 3(21,4)° 11 (14,3)* 0,6861
Nao 11 (78,6) 66 (85,7)
Moderado DNNE  Sim 0 (0)? 1(1,3)? 1,000
Nao 14 (100) 76 (98,7)
Discreto DNNE ~ Sim 5 (35,7) 38 (49,4) 0,3959
Nao 9 (64,3) 39 (62,0)
Neutropenia Sim 0 (0)? 5 (6,5) 0,5926
Nao 14 (100) 72 (93,5)
Neutrofilia Sim 1(7,1)? 3(3,9)° 0,4828
Néo 13 (92,9) 74 (96,1)
Monocitose Sim 1(7,1)? 20 (26,0)* 0,1753
Néo 13 (92,9) 57 (74,0)
Eosinofilia Sim 8 (57,1) 32 (41,6)* 0,3517
Néo 6 (42,9) 45 (58,4)
Linfopenia Sim 1(7,1)? 11 (14,3)* 0,6839
Nao 13 (92,9) 66 (85,7)
Linfocitose Sim 2 (14,3) 15 (19,5) 0,7339
Nao 12 (85,7) 62 (80,5)
Basofilia Sim 0 (0) 0 (0)° 1,000
Nao 14 (100) 77 (100)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; gPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n:NUmero de cées;DNNE:
Desvio nuclear neutrofilico a esquerda.

4.4.2 Mycoplasma haemocanis

Os valores médios do eritrograma, leucograma e complementos (proteina plasmatica
total, trombograma e reticuldcitos) dos cdes domésticos positivos e negativos para
Mycoplasma haemocanis estdo demonstrados nas Tabelas 11 e 12. Os resultados demonstram
haver diferenca significativa na proteina plasmatica total (p= 0,0012), de modo que cdaes
positivos apresentaram valor médio acima do valor de referéncia da espécie. Os demais
parametros hematoldgicos ndo diferiram entre si a 5% de significancia.Vale ressaltar, que os
eosinofilos apresentaram valores médios superiores ao determinado como referéncia para
espécie em ambos 0s grupos.
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Tabela 11: Analise descritiva dos parametros relacionados ao eritrograma e complementos
(plaquetas, proteina plasmatica total e reticuldcito) dos cdes positivos e negativos na PCR
convencional para Mycoplasma haemocanis, oriundos de abrigos pertencentes a Regido

Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Maéx. p-valor Referéncia
oo, follen 2 S8 T 43 B0 B onw v
E‘(irgg/ﬂis) NP(eJ;gtlu\\//% 12993 gg 1%6 gﬁ ié 7122 07307  55-8,5*
@i Neivo 195 1ie' a2 o2 3 08 02 100
vom (o E S 0T E B awe wr
crouen S BTa 100 % ame we
Reticuldcitos Positivo 9 60,72 500,8 16,7 165 176 0.9295 < 70%
(x10%/puL) Negativo 80 679 6262 7,0 51 413 '

Z?g?/eﬁs) Npgsgtll\\//% 195 om0 75 03 6o 02002 200500+
TN  (ouve 195 78 13 01 45 10g 00012 68

# Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio; CHGM: Concentracdo de hemoglobina
globular média; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de cées; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.:
Limite minimo; Max.: Limite maximo. * Valores de referéncia segundo Jain (1993);** Valor de referéncia

segundo Thall (2007).
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Tabela 12: Analise descritiva dos parametros relacionados ao leucograma dos caes positivos
e negativos na PCR convencional para Mycoplasma haemocanis, oriundos de abrigos

pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Max. p-valor Referéncia
Leucdcitos Positivo 29 13,14* 4,46 0,83 6,30 24,70 0.3990 6-17
totais(x10>/uL)  Negativo 193 12,42* 520 0,37 0,32 33,70

Metamieldcitos  Positivo 29 0,009° 0,05 0,009 0 0,26 0.8682 0
(x10%/uL) Negativo 193 0,009* 0,10 0,007 0 1,37 ’

Bastdes Positivo 29 0,36* 0,74 0,14 0 4,02

(x109uL) Negativo 193 034° 073 005 o 876 08719 003
Segmentados Positivo 29 7,64* 3,15 0,58 3,69 18,28 0.3143 3115
(x10%/uL) Negativo 193 7,83 11,10 0,10 1,77 153,30 ’
Linfécitos Positivo 29 265 1,30 0,24 050 5,47 0.9037 148
(x10%/uL) Negativo 193 2,89° 1,89 0,14 0,084 11,32 ’
Mondcitos Positivo 29 0,87° 0435 0,08 0,13 211

(x10°/uL) Negativo 193 087° 0660 005 0 430 396 015135
Eosinofilos Positivo 29 1,61° 191 0,35 0,063 10,34

(x10%/uL) Negativo 193 1,30° 1,32 009 0 7,07 01993 0.1-1,25
Basofilos Positivo 29 0,004* 0,02 0,004 0 0,126 0.8730 Raros
(x10%/puL) Negativo 193 0,008 0,05 0,004 0 0,552 '

®Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). N: nimero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo;
Max.: Limite maximo. Valores de referéncia segundo Jain (1993).

Na avaliacdo por frequéncia da alteracdo hematolégica dos animais positivos e
negativos, ndo foi observado correlacdo entre a infec¢do por M. haemocanis e a ocorréncia de
anemia (determinada pela reducdo de hemacias e/ou hemoglobina e/ou hematdcrito) (Tabela
13). A hiperproteinemia foi a Unica alteragdo associada a infeccdo (p= 0,0238). Né&o foram
observadas associacdes estatisticas com as demais alteracBes analisadas no hemograma

(Tabelas 13 e 14).
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Tabela 13: Alteracdes no eritrograma e complementos (plaquetas, proteina plasmatica total e
reticuldcito) associadas a infecgdo por Mycoplasma haemocanis em cées oriundos de abrigos

da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Mycoplasma haemocanis n (%0)

Alteracéo hematoldgica Positivos (n=29) _ Negativos (n= 193) p-valor

Anemia (He, Ht, Hg) Sim 12 (41,4)° 107 (55,4)° 0,2240
No 17 (58,6) 89 (44,6)

VGM reduzido Sim 1(3,4)° 13 (6,7)° 0,7000
Nao 28 (96,6) 180 (93,3)

VGM aumentado Sim 0 (0)? 5(2,6) 0,6216
Nao 29 (100) 188 (97,4)

CHGM reduzido Sim 6 (20,7) 0 (0)° 0
Nao 23 (79,3) 193 (100)

CHGM aumentado Sim 0 (0)? 1(0,5)% 1,000
Nao 29 (100) 192 (99,5)

Reticulocitopenia ou valor ~ Sim 7 (53,8)° 48 (63,2)° 0,5493

normal™* N&o 6 (46,2) 28 (36,8)

Reticulocitose* Sim 2 (15,4) 32 (42,1) 0,0749
N3o 11 (84,6) 44 (57,9)

Hipoproteinemia Sim 0 (0)® 15 (7,8) 0,1452
No 29 (100) 178 (92,2)

Hiperproteinemia Sim 14 (48,3) 50 (25,9)° 0,0238
No 15 (51,7) 143 (74,1)

Trombocitopenia Sim 6(20,7) 72 (37,3)* 0,1238
Nio 23 (79,3) 121 (62,7)

Trombocitose Sim 0 (0)? 2 (1,0)° 1,000
Nio 29 (100) 191 (99,0)

®Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; n:Numero de cédes; VGM: Volume globular médio; CHGM:Concentragdo de
hemoglobina globular média.* nimero de animais avaliados para esse parametro foi de 89.
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Tabela 14: Alteracdes no leucograma associadas a infeccdo por Mycoplasma haemocanis em
caes oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.
Mycoplasma haemocanis n (%)

Alteracédo hematoldgica Positivos (n=29) _ Negativos (n= 193) p-valor

Leucopenia Sim 1 (3,4)? 20 (10,4)* 0,3243
Nao 28 (96,6) 193 (89,6)

Leucitose Sim 3(10,3)* 13 (6,7)* 0,4447
Nao 29 (89,7) 180 (93,3)

Moderado DNNE Sim 0 (0)° 3(1,6)° 1,000
Nao 29 (100) 190 (98,4)

Discreto DNNE Sim 10 (34,5)° 67 (34,7)% 1,000
Nao 19 (65,5) 126 (65.3)

Neutropenia Sim 0 (0)® 12 (6,2)° 0,2333
Néo 29 (100) 181 (93,8)

Neutrofilia Sim 3 (10,3)* 17 (8,8)° 0,7240
Nao 26 (89,7) 176 (91,2)

Monocitose Sim 2 (6,9)% 32 (16,6) 0,2681
Nao 27 (93,1) 161 (83,4)

Eosinofilia Sim 13 (44,8)° 70 (36,3) 0,4133
Nao 16 (55,2) 123 (63,7)

Linfopenia Sim 1 (3,4) 22 (11,4) 0,3250
Néo 24 (96,6) 171 (88,6)

Linfocitose Sim 2 (6,9)% 24 (12,4) 0,5427
Néo 27 (93,1) 169 ( 87,6)

Basofilia Sim 1 (3,4) 6 (3,1)% 0,9510
Néo 24 (96,6) 187 (96,9)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; n: Numero de cées; DNNE: Desvio nuclear neutrofilico & esquerda.

4.4.3 ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’

Os valores médios do eritrograma, leucograma e complementos (proteina plasmatica
total, trombograma e reticuldcitos) dos cdes domésticos positivos e negativos para
‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’estdo demonstrados nas Tabelas
15 e 16. Os parametros hematoldgicos ndo diferiram entre si a 5% de significancia. Vale
ressaltar, que os eosindfilos apresentaram valores médios superiores ao determinado como
referéncia para espécie em ambos 0s grupos.
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Tabela 15: Analise descritiva dos parametros relacionados ao eritrograma e complementos
(plaquetas, proteina plasmatica total e reticuldcito) dos cdes positivos e negativos na PCR
convencional para ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haecmominutum’, oriundos de

abrigos pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Méax. p-valor Referéncia
Hematocrito  positivo 5 39,1° 82 82 275 495 (594 37.55%
(%) Negativo 217 367° 82 82 106 61,1
Hemacias Positivo S 5,7 1,1 05 40 68
, : : ; ) 0,7647  5,5-8,5*
(x10°/uL) Negativo 217 57° 15 01 1,8 12
Hemoglobina  positivo 5 130° 28 05 88 160 (@163  10-18*
(g/dI) Negativo 217 116° 31 01 3 206
VGM (ﬂ_) Positivo S 68,2a 4,8 2,1 63 76 05974 60-77*
Negativo 217  665* 47 03 42 80 ’
CHGM (%) Positivo S 33,0a 1,0 0,4 32 34 0,1621 32-36*
Negativo 217  320* 17 01 26 37
Reticuldcitos  Positivo i i i i i i i < 70*
(x10%/uL) Negativo
Plaguetas Positivo ~ ©  256,8*° 823 153 60 465
, , , 0,5482  200-500*
(x10°/uL) Negativo 217  230,0° 1080 7,8 03 624
PPT (g/dl) POSiti_VO 5 8,32 0,6 0,3 7,4 8,9 0,3544 6-8%*
Negativo 217 75 1,3 01 42 108

# Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio; CHGM: Concentracdo de hemoglobina
globular média; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrao; Min.:
Limite minimo; Max.: Limite maximo. * Valores de referéncia segundo Jain (1993);** Valor de referéncia

segundo Thall (2007).
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Tabela 16: Analise descritiva dos parametros relacionados ao leucograma dos caes positivos
e negativos na PCR convencional para ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/
haemominutum’, oriundos de abrigos pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Max. p-valor Referéncia

Leucdcitos Positivo S 1332a 242 108 820 1450 (g573 6-17
totais(x10%uL) Negativo 217 12542 520 035 032 3370

Metamioldcitos  Positivo 3 . - - - - , 0
(x10%/pL) Negativo

Bastdes Positivo S 0,56a 0,74 0,45 0 2,32 0,7221 0-0,3
(x10%/uL) Negativo 217 034 073 005 0 877

Segmentados Positivo 5 669 199 089 369 928 9831 3-11,5
(x10%/uL) Negativo 217 783 1052 071 1,77 153,30

Linfocitos Positivo S 1,88a 085 0,38 1,056 3,12 0.2178 1-48
(x10%/pL) Negativo 217 288 184 012 176 1132 ’
Monécitos Positivo S 0,888. 0,33 0,15 0,33 1,16 0.5193 0.15-1.35
(x10%/uL) Negativo 217 087 064 004 0 430 T
Eosinofilos Positivo 5 1,48& 0,99 0,44 0,14 2,57 0.4511 0.1-1.25
(x103/uL) Negativo 217 1342 142 009 0 1034 T
Basofilos Positivo ~ _ . . . . - - RAaros
(x10%/uL) Negativo

®Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). N: nimero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo;
Méx.: Limite maximo. Valores de referéncia segundo Jain (1993). Os pardmetros que ndao foram demontradas as
correlagbes dos dados em animais positivos e negativos, foi devido a falta dde um N que possibilitasse o célculo.

Na avaliacdo por frequéncia da alteracdo hematoldgica dos animais positivos e
negativos, nao foi observado correlacdo entre a infeccdo por ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum/haemominutum’ e a ocorréncia de anemia (determinada pela reducdo de
heméacias e/ou hemoglobina e/ou hematdcrito) (Tabela 17). N&o foram observadas
associag0es estatisticas com as demais alteracfes analisadas no hemograma (Tabelas 17 e 18).
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Tabela 17: Alteracdes no eritrograma e complementos (plaquetas, proteina plasmatica total e
reticulocito) associadas a infeccdo por ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/
haemominutum’em cées oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

‘Candidatus Mycoplasma

Alteracdo hematolégica haematoparvum/haemominutum’ n (%) p-valor
Positivos (n=5) Negativos (n=217)
Anemia (He, Ht, Hg) Sim 2 (40,0) 117 (53,9)° 0,6650
Nao 3 (60,0) 100 (46,1)
VGM reduzido Sim 0(0,0)° 14 (6,5)° 1,000
Na&o 5 (100,0) 203 (93,5)
VGM aumentado Sim 0(0,0)° 5(2,3)° 1,000
Nao 5 (100,0) 212 (97,7)
CHGM reduzido Sim 0(0,0)* 76 (35,0)° 0,1680
Na&o 5 (100,0) 141 (65,0)
CHGM aumentado Sim 0(0,0)° 1(0,5)° 1,000
Na&o 5 (100,0) 216 (99,5)
Reticulocitopenia ou valor ~ Sim 1(100,0)* 55 (62,5)" 1,000
normal™* Néo 0(0,0) 33 (37,5)
Reticulocitose* Sim 0(0,0)° 34 (38,6)° 1,000
Nio 1 (100,0) 54 (61,4)
Hipoproteinemia Sim 0(0,0)° 15 (6,9)° 1,000
Nao 5 (100,0) 202 (93,1)
Hiperproteinemia Sim 1(20,0)% 63 (29,0)° 1,000
Na&o 4 (80,0) 154 (70,1)
Trombocitopenia Sim 3(60,0)° 75 (34,6)° 0,3472
Na3o 2 (40,0) 142 (65,4)
Trombocitose Sim 0(0)* 3(1,4)° 1,000
Nao 5 (100,0) 214 (98,6)

®Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; n: NUmero de cdes; VGM: Volume globular médio; CHGM: Concentracdo de
hemoglobina globular média.* nimero de animais avaliados para esse pardmetro foi de 89.
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Tabela 18: AlteracBes no leucograma associadas a infeccdo por ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum/haemominutum’ em caes oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio
de Janeiro.

‘Candidatus Mycoplasma

Alteragdo hematoldgica haematoparvum/haemominutum’ n (%) p-valor
Positivos (n=5) Negativos (n=217)
Leucopenia Sim 1(20,0)? 12 (5,5)° 0,2611
No 4 (80,0) 205 (94,5)
Leucocitose Sim 0(0.0)% 35(16,1)° 0,5979
N&o 5 (100,0) 182 (83,9)
Moderado DNNE Sim 0(0,0)° 4(1,8)° 1,000
Nao 5 (100,0) 213 (98,2)
Discreto DNNE Sim 2 (40,0) 75 (34,6) 0,9954
N3o 3 (60,0) 142 (65,4)
Neutropenia Sim 0(0,0)° 12 (5,5)° 1,000
N3o 5 (100,0) 205 (94,5)
Neutrofilia Sim 0(0,0)° 20 (9,2)* 1,000
Nao 5 (100,0) 197 (90,8)
Monocitose Sim 0(0,0)° 34 (15,7)¢ 0,6009
N3o 5 (100,0) 183 (84,3)
Eosinofilia Sim 3 (60,0 80 (36,9)° 0,3651
N3o 2 (40,0) 137 (63,1)
Linfopenia Sim 0(0,0)° 23 (10,6)° 1,000
Nao 5 (100,0) 194 (89,4)
Linfocitose sim 0(0,0)° 26 (12,0) 1,000
N3o 5 (100,0) 191 ( 88,0)
Basofilia Sim 0(0,0)° 7(3,2)°* 1,000
Nao 5 (100,0) 210 (96,8)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; n:Numero de cdes; DNNE: Desvio nuclear neutrofilico a esquerda.

4.5 Andlise de parametros bioguimicos correlacionados com a ocorréncia de
hemoplasmas

4.5.1 Mycoplasma spp.

Na avaliacdo dos valores médios dos pardmetros de bioquimica sanguinea,
evidenciou-se diferenca significativa na proteina (p= 0,0291), globulina (p= 0,0253),
creatinina (p= 0,0279) e fosfatase alcalina (p= 0,0242) (Tabela 19). No entanto, creatinina e
fosfatase alcalina permaneceram dentro do intervalo de referéncia estabelecido para espécie.
O parametro globulina permaneceu abaixo do intervalo de referéncia estabelecido para a
espéecie, tanto nos animais negativos quanto nos positivos. O parametro proteina total
apresentou valor médio inferior ao intervalo de referéncia estabelecido para espécie quando
analisado o grupo de animais negativos, enquanto o grupo de animais positivos para
Mycoplasma spp. obteve valores médios dentro do intervalo de referéncia. Os demais
parametros bioquimicos nédo diferiram entre si a 5% de significancia. Adicionalmente, foi
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observada uma tendénciade associacdo a infeccdo considerando-se os valores médios
reportados de uréia (p=0,0653), que apresentaram-se acima do intervalo de referéncia
estabelecido para espécie.

Tabela 19: Anélise descritiva dos parametros relacionados a bioquimica sanguinea dos cées
positivos e negativos na PCR em Tempo Real para Mycoplasma spp., oriundos de abrigos
pertencentes a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Pardmetros Resultado N  Média DP EP Min. Méx. p-valor Referéncia

oot 2S5 108 02 30 81 ope s
s ot 6280 007 12 3 i 204
i et 5 2% 1os o o oy omme 2345
A R
Crannsfot 40021 00104 B4 o e
AST (U/L) Positivo 28 31,72 9,58 1,81 10 61 0,0731 5.55.0

Negativo 118 37,5* 1495 138 15 108

Positivo 43 44,3 3096 4,72 15 169
Negativo 172 44,9 5831 459 10 710

Positivo 43  47,3* 2399 366 11 107
Negativo 171 734" 5999 459 1 303

¥ Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). AST: aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase; Falc: fosfatase
alcalina; N: numero de ces; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.
Valores de referéncia segundo JR. Smith & Tiley (2008).

ALT (U/L) 0,3835 5-60

Falc (U/L) 00242  10-150

Com relacdo a avaliacdo por frequéncia das alteracGes bioquimicas nos animais
positivos e negativos (Tabela 20), observou-se diferenca estatistica quanto a hiperfosfatasemia
(p=0,0270), apesar de apenas animais negativos apresentarem essa alteracdo. Adicionalmente,
a azotemia (uréia elevada) foi estatisticamente (p= 0,0023) associada a infeccao.
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Tabela 20: Alteragdes na bioguimica sanguinea associadas a infec¢do por Mycoplasma ssp.

em cdes oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Mycoplasma spp. n (%o)

Alteracéo bioguimica P oSITvOS Negativos p-valor
Hiperproteinemia Sim 1 (4,5)° 1(1,1)? 0,3501
Nao 21 (95,5) 91 (98,9)
Hipoproteinemia Sim 14 (63,6)° 72 (78,3) 0,1730
Nao 8 (36,4) 20 (21,7)
Hiperalbuminemia Sim 0 (0)? (0)* 1,000
Nao 43(100) 172(100)
Hipoalbuminemia Sim 22 (51,2)* 81 (47,4) 0,7838
Néo 21 (48,8) 90 (52,6)
Hiperglobulinemia Sim 2 (9,1)° 4 (4,3) 0,5934
Néo 20 (90,9) 88 (95,7)
Hipoglobulinemia Sim 9 (40,9)* 60 (65,2)* 0,0639
Néo 13 (59,1) 32 (34,8)
Ureia elevada Sim 39 (90,7) 112 (65,5)" 0,0023
Nao 4(9,3) 59 (34,5)
Creatinina elevada Sim 1(2,3)* 5(2,9)% 1,000
Nao 42 (97,7) 167 (97,1)
Creatinina diminuida Sim 0 (0)? 5(2,9)% 0,5956
Nao 43 (100) 167 (97,1)
AST aumentada Sim 1(2,3)? 11 (9,3)° 0,4627
N&o 27 (97,7) 107 (90,7)
ALT elevada sim 5 (11,6)* 25 (14,5)* 0,8057
Nao 38 (88,4) 147 (85,5)
Falc elevada Sim 0 (0)? 17 (9,9)° 0,0270
Nao 43 (0) 154 (90,1)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significanciade 5%; gPCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n: NiUmero de cées; AST:
aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase; Falc: fosfatase alcalina. O nimero de cdes nos grupos
positivos e negativos variou de acordo com a disponibilidade de amostra para avaliar os parametros.

Com relacdo a avaliacdo por frequéncia das alteragfes bioquimicas nos animais
desidratados positivos e negativos (Tabela 21), ndo observou-se diferenca estatistica associada
associacao a infecgéo.
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Tabela 21: Alteracdes na bioguimica sanguinea associadas a infec¢do por Mycoplasma ssp.
em cées desidratados oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Mycoplasma spp. n (%)

Alteracgéo bioquimica — - p-valor
Positivos Negativos
Fosfatase alacalina elevada  Sim 0 (0)? 10 (13,3)*  0,3450
Nao 12 (100) 65 (86,7)
ALT elevada Sim 1(8,3)? 7(9,3)° 1,000
Nao 11(91,7) 68 (90,7)
Albumina elevada Sim 0 (0)? 15 (20,0)*  0,1165
Nao 12 (100) 60 (80)
Albumina diminuida Sim 4 (33,3) 26 (34,7)* 1,000
Nao 8 (66,7) 49 (65,3)
Ureia elevada Sim 10 (83,3)° 52 (69,3)* 0,4859
Nao 2 (16,7) 23 (30,7)
Creatinina elevada Sim 0 (0)? 4 (5,3) 1,000
Nao 12 (100) 71 (94,7)
Creatinina diminuida Sim 0 (0)? 1(1,3)? 1,000
Nao 12 (100) 74 (98,7)
AST aumentada Sim 0 (0)? 4 (5,6) 1,000
Nao 12 (100) 68 (94,4)
Hiperproteinemia Sim 1(9,1)° 0 (0)® 0,1429
Nao 10 (90,9) 66 (100)
Hipoproteinemia Sim 5 (45,5)* 50 (75,8)*  0,0668
Nao 6 (54,5) 16 (24,2)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significanciade 5%; qPCR:Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n:NUmero de caes; AST:
aspartato-transaminase; ALT:alanina-transaminase; Falc: fosfatase alcalina. * O nimero de cdes nos grupos
positivos e negativos variou de acordo com a disponibilidade de amostra para avaliar 0s parametros.

4.5.2 Mycoplasma haemocanis

Os valores médios dos parametros de bioquimica sanguinea dos cédes positivos para
M. haemocanis estéo apresentandos na Tabela 22. Houve diferenca significativa no parametro
fosfatase alcalina (p= 0,0173), apesar dos valores médios permanecerem dentro do intervalo
de referéncia estabelecido para espécie. Uréia (p= 0,0401) também foi estatisticamente
associada a infeccdo, no entanto, os valores médios apresentaram-se superior ao intervalo de
referéncia estabelecido para espécie em ambos 0s grupos. Os demais parametros bioquimicos
ndo diferiram entre si a 5% de significancia.
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Tabela 22: Anélise descritiva dos parametros relacionados a bioquimica sanguinea dos cées
positivos e negativos na PCR convencional para Mycoplasma haemocanis, oriundos de
abrigos pertencentes a Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Max. p-valor Referéncia
i 111 a
o P 1743 0% 018 3586 oq s
e Poste 2T 24 0% 010 12 3L qsom 204
Clomines  foste 1723933 00 43 539 o 2z
() Negaivo 187 4P labd 114 7 o 00401 70270
o) Negavo 18 09 045 00a 03 zp O0%1 0418
AST (UIL) Egggtlu\\//% 125 2%2 194?762 iég 15 105 010 5550
aTon [ mAS BT S e se
U O ZT AT A 0 oo s

4 Meédias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). AST: aspartato-transaminase; ALT:alanina-transaminase; Falc: fosfatase
alcalina; N: numero de ces; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.
Valores de referéncia segundo JR. Smith& Tiley (2008). O numero de cdes nos grupos positivos e negativos
variou de acordo com a disponibilidade de amostra para avaliar 0s parametros.

Na avaliagdo por frequéncia das alteragdes bioquimicas evidenciada nos animais
positivos e negativos para M. haemocanis, a azotemia (uréia elevada) foi a Unica alteracdo
associada a infecgdo (p=0,0061) (Tabela 23).
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Tabela 23: Alteragbes na bioquimica sanguinea associadas a infeccdo por Mycoplasma

haemocanis em cées oriundos abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Mycoplasma haemocanis n (%o)

Alteracéo bioquimica PoSItivos Negativos p-valor
Hiperproteinemia Sim 0 (0)? 2 (2,1) 1,000
Nao 17 (100) 95 (97,9)
Hipoproteinemia Sim 13 (76,5)* 73 (75,3)* 1,000
Nao 4 (23,5) 24 (24,7)
Hiperalbuminemia Sim 0 (0)? (0)% 1,000
No 27(100) 187(100)
Hipoalbuminemia Sim 14 (51,9)* 89 (47,6)° 0,6867
N&o 13 (48,1) 98 (52,4)
Hiperglobulinemia Sim 1 (5,9 5(5,2)? 0,9580
Nao 16 (94,1) 92 (94,8)
Hipoglobulinemia Sim 9 (52,9)* 60 (61,9)° 0,5926
Nao 8 (47,1) 37 (38,1)
Ureia elevada Sim 25 (92,6)° 126 (67,4)" 0,0061
Néo 2 (7,4) 61 (32,6)
Creatinina elevada Sim 1(3,7)? 5(2,7)? 0,9725
Nao 26 (96,3) 183 (97,3)
Creatinina diminuida Sim 0 (0)? 5(2,7)? 1,000
Néo 27 (100) 183 (97,3)
AST aumentada Sim 1 (4,8)% 11 (8,8) 0,9725
Néo 20 (95,2) 114 (91,2)
ALT elevada Sim 3 (11,1)° 27 (14,5)% 0,7751
Nao 24 (88,9) 161 (85,5)
Falc elevada Sim 0 (0)? 17 (9,1)* 0,1379
Néo 27 (100) 170 (90,9)

#Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; gPCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n: NUmero de cées; AST:
aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase; Falc: fosfatase alcalina. O nimero de cées nos grupos
positivos e negativos variou de acordo com a disponibilidade de amostra para avaliar os parametros.

4.5.3 ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’

Os valores médios dos parametros de bioquimica sanguinea dos cédes positivos para
‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’ estdo apresentandos na Tabela
24. Houve diferenga significativa no parametro alanina-aminotransferase (p=0,0301), com
valores meédios acima do intervalo de referéncia estabelecido para especie. Os demais
parametros bioquimicos ndo diferiram entre si a 5% de significancia.

41



Tabela 24: Anélise descritiva dos parametros relacionados a bioquimica sanguinea dos cées
positivos e negativos na PCR convencional para ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/
haemominutum’, oriundos de abrigos pertencentes a Regido Metropolitana do Estado do Rio
de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP  Min. Méax. p-valor Referéncia

Positivo

Proteina Negativo - - - - - - - 5,1-7,8
i) e 209 25 08 oon gb aps 028 2643
Globulinas Iflgsgtii\\//% - - - - ; - ) 2345
(o) Neguo 200 36w I3ad 101 7 os 04% 70210
E:r;za/lglr;ina NPSS:tii\\//% 2?0 81822 8:}12 8:82 8:; éé 0,7107 04-1,8
AST (UIL) Npgsgtll\\//% - - - 5-55,0

Positivo 5 82,8° 59,17 26,46 33 169

ALT(UL)  Negativo 211 46,6° 66,69 459 10 712

0,0301 5-60

Positivo 5 57,8 22,31 9,98 23 85

Falc (U/L) Negativo 209 684" 5620 3,89 1 303

0,7395 10-150

# Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). AST: aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase; Falc: fosfatase
alcalina; N: namero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.
Valores de referéncia segundo JR. Smith & Tiley (2008). O nimero de cdes nos grupos positivos e negativos
variou de acordo com a disponibilidade de amostra para avaliar 0s pardmetros. Os parametros que nao foram
demontradas as correlagcBes dos dados em animais positivos e negativos, foi devido a falta de um N que
possibilitasse o calculo.

Na avaliacdo por frequéncia das alteracdes bioguimicas evidenciada nos animais
positivos e negativos para ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’, nao
houve alteracdes associadas a infeccdo (Tabela 25).
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Tabela 25: Alteragdes na bioquimica sanguinea associadas a infec¢do por ‘Candidatus
Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’ em cdes oriundos abrigos da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro.

‘Candidatus Mycoplasma

Alteracgo bioguimica haematoparvum/haemominutum’ n (%) p-valor
Positivos Negativos
Hiperproteinemia Sim 0 (0,0) 2(1,8)° 1,000
Nao 1 (100,0) 111 (98,2)
Hipoproteinemia Sim 1 (100,0)* 85 (75,2)* 1,000
Nao 0 (0,0) 28 (24,8)
Hiperalbuminemia Sim 0 (0,0) (0,0 1,000
Nao 5 (100,0) 209 (100,0)
Hipoalbuminemia Sim 4 (80,0)% 99 (47,4) 0,1980
Nao 1 (20,0) 110 (52,6)
Hiperglobulinemia Sim 0 (0,0) 6 (5,3)° 1,000
Nao 1 (100,0) 107 (94,7)
Hipoglobulinemia Sim 1 (100,0) 68 (60,2)° 1,000
Nao 0 (0,0) 45 (39,8)
Ureia elevada Sim 4 (80,0)% 147 (70,3)* 1,000
N3o 1 (20,0) 62 (29,7)
Creatinina elevada Sim 0 (0,0) 6 (2,9)° 1,000
N3o 5 (100,0) 204 (97,1)
Creatinina diminuida Sim 0 (0,0) 5(2,4)% 1,000
N3o 5 (100,0) 205 (97,6)
AST aumentada Sim 0 (0,0) 12 (8,4) 1,000
N3o 3 (100,0) 131 (91,6)
ALT elevada Sim 2 (40,0)* 28 (13,3)* 0,1439
N3o 3 (60,0) 182 (86,7)
Fosfatase alacalina elevada Sim 0 (0,0) 17 (8,1)* 1,000
N3o 5 (100,0) 192 (91,9)

®Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; qPCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; n:NUmero de cdes; AST:
aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase;Falc: fosfatase alcalina. O numero de cdes nos grupos
positivos e negativos variou de acordo com a disponibilidade de amostra para avaliar os parametros.

4.6 Fatores associados a positividade para Mycoplasma spp. utilizando a técnica
PCR em Tempo Real (QPCR)

Dentre as varidveis analisadas durante a anamnese dos animais foi verificada
associacdo com a infeccdo pelo agente com as varidveis género (p=0,0062) e idade
(p=0,0041). Em relacdo ao género, observou-se um maior percentual de cdes machos
associados a infeccdo. Quanto a faixa etaria, evidenciou-se maior percentual de infeccdo por
Mycoplasma spp. nos cdes adultos. As demais variaveis (histérico de brigas, acesso a rua,
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castracdo, historico de pulgas, histérico de carrapatos, presenca de pulgas e presenca de
carrapatos) ndo apresentaram associacao estatistica com a infeccdo pelo agente (Tabela 26).

Tabela 26: Associagdo entre os dados de historico de brigas, acesso a rua, castragdo, género,
idade, historico de pulgas, histérico de carrapatos, presenca de pulgas e presenca de
carrapatos com o resultado da técnica de PCR em Tempo Real (QPCR) para o agente
Mycoplasma spp.

Mycoplasma ssp. n (%)

Fatores associados a infeccéo — - p-valor
Positivos (n=45) Negativos (n=177)
Adulto 44 (24,2)* 138 (75,8)
Idade ) X 0,0041
Filhote 1(2,5) 39 (97,5)
o _ Sim 12 (24,5)° 37 (75,5)
Historico de brigas y 0,5280
Né&o 33 (19,1) 140 (80,9)
Sim 9(17,3) 43 (82,7)
Acesso a rua . 0,6817
Né&o 36 (27,0) 134 (73,0)
Sim 15 (26,8)* 41 (73,2)
Castrado 3 0,2260
Né&o 30 (18,1)* 136 (81,9)
i Macho 23 (31,5) 50 (68,5)
Género ) b 0,0062
Fémea 22 (14,8) 127 (85,2)
o Sim 37 (21,8) 133 (78,2)
Histdrico de pulgas 3 . 0,4212
Né&o 8 (15,4) 44 (84,6)
o Sim 30 (22,1) 106 (77,9)
Historico de carrapatos 3 0,5078
Né&o 15 (17,4) 71 (82,6)
Sim 23 (16,9)* 113 (83,1)
Presenca de pulgas 3 . 0,1633
Né&o 22 (25,6) 64 (74,4)
Sim 21 (20,2)* 83 (79,8)
Presenca de carrapatos 3 . 0,8885
Né&o 24 (20,3) 94 (79,7)

*Filhotes de 0 a 12 meses. Nimero de animais = n. A Valores seguidos de mesma letra, ndo diferem
significativamente através do teste de Quiquadrado a 5% de significancia (p<0,05).

Na tabela 27 estdo descritos a frequéncia dos principais achados de anamanse e exame
clinico dos cées positivos para Mycoplasma spp. Evidenciou-se que os achados com maior
associacdo a infeccdo por Mycoplasma spp. pela técnica de gPCR foram: linfadenopatia
(37,8%), lesdes de pele compativeis com sarna (28,9%), TPC >2 (31,1%), afeccdes bucais
(15,5%) e historico de erlichiose (13,3 %).
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Tabela 27. Frequéncia dos principais achados de anamanse e exame clinico em cées positivos
(n= 45) pela PCR em Tempo Real (gPCR) para Mycoplasma spp. oriundos de abrigos da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.

Achados na anamnese e exame clinico % N

Linfadenopatia 37,8 (17/45)
Cinomose 2,2 (1/45)
Letargia 8,9 (4/45)
Babesiose 4,4 (2/45)
LesGes de pele compativeis com sarna 28,9 (13/45)
Febre >39,2°C 0,0 (0/45)
TPC >2 31,1 (14/45)
TVT 4.4 (2/45)
Afeccdes bucais 15,5 (7/45)
Erlichiose 13,3 (6/45)

N= ndmero de cées; TPC (tempo de preenchimento capilar).

5 DISCUSSAO

No Brasil, os estudos de prevaléncia de hemoplasmas caninos sdo escassos, havendo
apenas relatos de casos isolados. Com isso h& a necessidade de estudos para investigar a
ocorréncia desses agentes na populacao canina, que, acredita-se, permanece subdiagnésticado
por diversos fatores. Este trabalho caracterizou a ocorréncia da infecgdo por micoplasmas
hemotrdéficos e as alteracBes hematoldgicas, bioquimicas e fatores de risco associados a esses
agentes, na populacdo canina de cdes oriundos de abrigos localizados em municipios da
Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, constituindo-se em estudo pioneiro na
regido.

Devido ao contingente elevado de animais abandonados nas ruas, cresce o nimero de
pessoas mobilizadas para auxiliar na implementagdo de abrigos, auxiliando financeiramente
ou até mesmo com trabalho voluntario. Os abrigos sdo formados de uma maneira menos
organizada, sendo responsabilidade de um proprietario que recolhe animais abandonados e
ndo possue auxilio fixo de outras pessoas para manté-los normalmente nas dependéncias de
suas residéncias. O abandono, falta de responsabilidade dos proprietarios de animais que
permitem a procriacdo indiscriminada, a ndo efetividade de politicas publicas de controle de
natalidade desses animais, possibilitou o aumento de cdes abandonados nas ruas. Os abrigos
acabam na maioria das vezes tornando-se um local de acimulo de animais se ndo forem bem
administrados. No presente estudo, as amostras foram obtidas de abrigos com condic¢des
estruturais e financeiras bem distintas. Haviam alguns locais com disponibilidade frequente de
atendimento veterinario, alimentacdo de qualidade, separacdo adequada dos animais,
voluntarios e controle de capacidade maxima de animais. No entanto, alguns abrigos
apresentavam superlotacdo, auséncia de auxilio veterinario e até mesmo alimentacdo escassa
devido a dificuldades financeiras. Por mais que a intencdo seja melhorar a qualidade de vida
desses animais abandonados, ndo é a solugéo deixa-los aglomerados em locais sem condicdes
para manté-los. A funcdo do abrigo seria um lar temporéario até que os mesmos fossem
adotados. Entretanto ndo € o que ocorre na maioria dos abrigos, ou a quantidade de animais
resgatados € superior a adoc¢do. Consequentemente, ha grande possibilidade de proliferacéo de
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doencas pela alta concentracdo de animais e dentre estas, inclui-se 0s hemoplasmas
hemotrdpicos.

A técnica diagnostica do esfregaco sanguineo fresco (sem EDTA) foi realizada no
nosso estudo, entretanto ndo obtivemos uma boa sensiblidade e especificidade, devido a
precipitacdo do corante Giemsa nas laminas. Foram efetuadas diversos protocolos de
coloragédo, mas ainda assim a qualidade dos esfregacos ficaram prejudicadas. Com isso, foram
analisadas apenas as laminas positivas na técnica molecular para minimizar a ocorréncia de
falso-positivos, ainda ndo sendo possivel ter certeza na maioria das ldminas de cées
sabidamente postivos se as formas aderidas a superficie das hemécias eram efetivamente
Mycoplasma spp.ou artefatos de corantes. E digno de nota, que o EDTA dificulta o
diagnostico devido a remogdo dos hemoplasmas da superficie da hemacias na sua presenca
(SYKES, 2010; TASKER, 2010) e que todos os esfregacos foram realizados sem a utilizagdo
deste anticoagulante. Estudos relataram que durante a bacteremia, 0s organismos podem ser
observados no diagndstico direto porém com reduzida especificidade e sensibilidade
diagnédstica (CHALKER, 2005; BRINSON & MESSICK, 2001; MESSICK et al., 2004;
KEMMING et aI.,2004b). Corroborando com o nosso estudo, Costa (2011), detectou 2,34%
(7/300) de cées infectados por M. haemocanis na técnica molecular e nenhum positivo no
diagnético direto. Com isso a utilizacdo da PCR e gPCR tem sido amplamente utilizada para
diagnostico de hemoplasmas devido a elevada especificidade e sensibilidade diagndstica
(KENNY et al., MESSICK, 2003).

Enfatizando o fato de que, os abrigos nos quais foram coletadas as amostras do
presente estudo apresentavam diferencas na estrutura fisica e financeira, o que provavelmente
influenciou os resultados de positividade para Mycoplasma spp.

No presente estudo, os resultados obtidos com a técnica diagnéstica PCR em tempo
real (JPCR) baseada no gene que codifica 0 16S RNA ribossomal (16S rRNA), demonstraram
que 20,27 % (45/222) das amostras foram positivas para Mycoplasma ssp. E ao correlacionar
0 nimero de animais positivos com as caracteristicas do abrigo, evidenciou-se que aqueles
bem-estruturados apresentaram um ndmero pequeno de animais positivos, como o de Sao
Gongalo (n=2) e Guapimirim (n=3). Por outro lado, os abrigos mais humildes apresentaram
positividade bem superior, como foi o caso de Seropédica (abrigo em condigdes ruins) (n=17)
e Rio de Janeiro (abrigo em condicdes péssimas) (n=12).

A justificativa para tais resultados provavelmente esta relacionado ao fato da maioria
dos abrigos das cidades de Seropédica e Rio de Janeiro (abrigo em condigdes péssimas)
possuirem uma grande densidade populacional dificultando o controle de doencas e de
ectoparasitas, além de diversas espécies silvestres e gatos em contato com os cdes. Alguns
abrigos apresentavam grande quantidade de roedores, baratas e pombos. Ja os abrigos das
cidades de S&o Gongalo (E), Guapimirim (F) e do Rio de Janeiro (H) apresentavam uma
infraestrutura melhor possibilitando a separacdo dos grupos de animais por afinidades,
presenca ou auséncia de doencas e melhor qualidade sanitaria e alimentar.

As amostras de cdes positivas na qPCR para Mycoplasma spp. foram submetidas a
PCR convencional espécie especifica para determinacdo do hemoplasma infectante. Dos 45
animais positivos na triagem pela gPCR, apenas 34 foram positivos na determinacdo de
especie.Tal acontecimento pode estar relacionado ao limiar diferente de deteccdo entre as
duas técnicas moleculares ou a outra espécie infectante de hemoplasma néo testada. A gPCR
ou PCR quantitativa permite a obtencdo de resultados de forma répida e simultanea a
execucao da reacdo, sendo mais precisa e rapida em relagdo a PCR convencional (NOVAIS;
PIRES-ALVES, 2004). Alem disso, a qPCR tem como caracteristicas a maior sensibilidade
de deteccdo de patdgenos quando comparada a PCR convencional (GARY et al., 2006;
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TASKER, 2010; VIER; LAPPIN, 2010). Por meio da qPCR, espécies de hemoplasmas podem
ser detectadas um dia apds a infeccdo (TASKER; LAPPIN, 2006).

No Brasil, a maioria dos estudos diagnésticos utilizando biologia molecular obtive
uma deteccdo inferior a relatada neste estudo. Ramos e colaboradores (2010), no Recife
identificaram apenas um animal positivo para M. haemocanis. Em Goiania, 2,34% (7/300) das
amostras testadas foram positivas para o agente M. haemocanis (COSTA, 2011). Em Ribeirdo
Preto, a prevaléncia foi de apenas 1,9% (3/154) para M. haemocanis e 0,6% (1/154) para
‘Candidatus M. haematoparvum’ (ALVES et al.,, 2014). Valle e colaboradores (2014)
realizaram seu estudo em Porto Alegre, onde diagnosticaram 5,1% (17/331) de amostras
positivas para M. haemocanis, 1,8% (6/331) para o agente ‘Candidatus M. haemominutum’
e 6,9% para M. haemocanis e ‘Candidatus M. haemominutum’ ou ‘Candidatus M.
haematoparvum’. Por outro lado, uma frequéncia de positividade superior para Mycoplasma
spp. foi relatado em recente estudo de Vieira e colaboradores (2015) em cdes de um
assentamento rural na regido Sul do Brasil, utilizando ensaios de gPCR para deteccdo de
micoplasmas hemotroficos. Foram positivos para Mycoplasma spp. 44,7% (59/132) dos
animais, sendo 15,9% (21/132) para Mycoplasma haemocanis e 9,09% (12/132) para
‘Candidatus M. haematoparvum’. As diferencas de frequéncia observada entre todos esses
estudos podem estar associadas ao método de diagnostico, ao gene alvo da PCR, a populagéo
amostrada ou condic¢des climaticas. Tal o fato, que em nosso estudo, a populacdo amostrada
foi de abrigos, que por suas caracteristicas, favorece geralmente a superpopulacdo de animais
e presenca de ectoparasitas. Com isso, a infeccdo via carrapato Rhipicephalus sanguineus ou
inoculagdo oral por maior contato entre os animais por disputas de territorio podem estar
contribuindo para a maior ocorréncia de micoplasmas hemotroficos. Corroborando com tal
hip6tese, Kemming e colaboradores” (2004) realizaram um estudo de prevaléncia de M.
haemocanis comparando cdes de estimacdo de canis e de abrigos, em que todos os caes de
canis foram negativos, enquanto o nivel de detec¢do nos abrigos variou de 30% a 87%.
Adicionalmente, a baixa prevaléncia de hemoplasmas caninos, na Suica, foi atribuido ao fato
doR. sanguineus ndo ser permanentemente estabelecido (WENGI et al., 2008). E diversos
estudos observaram uma frequéncia elevada de infec¢do por micoplasma hemotréficos em
animais que residem em locais com alta concentracdo populacional ou de héabito livre
(KEMMING et al., 2004"; SASAKI et al., 2008; HII et al., 2012; BAKER et al., 2012). E
digno de nota, no entanto, que em nosso estudo ndo houve associacdo estatistica entre a
presenca da infeccdo por Mycoplasma spp. e a infestagdo por R. sanguineus ou
comportamento agressivo/brigas. Ainda assim, foi observada uma frequéncia maior de
animais infectados em locais que possuiam essas caracteristicas.

Mundialmente a prevaléncia de infec¢do por micoplasmas hemotroficos baseados nos
resultados das técnicas de biologia molecular gPCR e PCR convencional demonstram
resultados de frequéncia superiores e inferiores ao presente estudo, semelhante ao que
evidenciamos nos estudos publicados no Brasil. A prevaléncia molecular de M. haemocanis
para a Franca, Espanha, Suica, Tanzénia, Trinidade, Estados Unidos e Grécia € de 3,3%
(15/460), 14,3% (26/182), 0,9% (8/889), 19% (19/100) 4,9% (9/184), 0,6% (3/506), 5,6%
(8/142), respectivamente (KENNY et al., 2004;WENGI et al., 2008; ROURA et al., 2010;
BARKER et al., 2010; TENNANT et al., 2011; COMPTON et al., 2012). Num estudo com
cdes da Italia, Espanha e Portugal, a prevaléncia de M. haemocanis foi de 3,7% (22/600), 0,5
% (1/200) e 40,0 % (20/50), respectivamente (NOVACCO et al., 2010).

A prevaléncia molecular de ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ foi
determinada em varios paises incluindo a Franca, Espanha, Suica,Tanzania e Trinidade,
Estados Unidos, Grécia, onde foi reportado de 9,6% (44/460), 0,6% (1/182), 0,3% (3/889),
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0% (0/100) e 2,7% (5/184), 0,7% (4/506), 4,2% (6/142), respectivamente (KENNY et al.,
2004; WENGI et al., 2008; ROURA et al., 2010; BARKER et al., 2010; TENNANT et al.,
2011; COMPTON et al., 2012). Outro estudo envolvendo trés paises mediterranicos (ltalia,
Espanha e Portugal), observaram prevaléncia de 5% (30/600) , 2,0% (4/200) e 0% (0/50),
respectivamente (NOVACCO et al ., 2010). Demonstrando que assim como no nosso estudo,
a prevaléncia deste agente é menor que de M. haemocanis.

Em nosso estudo foram identificadas coinfec¢bes entre ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’/‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e Mycoplasma haemocanis
1,35% (3/222). Corroborando nosso estudo, Baker e coloboradores (2010) observaram valores
semelhantes em Tanzania 1,0% (1/100) e Trinidade 1,1% (2/184). Nestes estudos, foram
apresentados resultados inferiores de coinfeccdo com Mycoplasma haemocanis e ‘Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’a partir de Roura e colaboradores (2010) na Espanha 0,6%
(1/182), Novacco e colaboradores (2010) na Italia 0,8% (5/600), Tennant e colaboradores
(2011) na Grécia 0,7% (1/142). Foi relatada um valor mais elevado de coinfeccdo por esses
agentes por Kenny e colaboradores (2004) na Franca 2,6% (12/460).

A hematologia tem sido utilizada amplamente com a finalidade de obter informacGes
acerca de doencas que acometem uma ampla variedade de animais domésticos para facilitar e
direcionar o diagnostico e monitoramento clinico. Na analise hematoldgica foram avaliados o
eritrograma, leucograma e complementos (plaquetas, proteina plasmatica total e reticulécitos)
dos cées positivos para Mycoplasma spp. e, posteriormente para as espécies Mycoplasma
haemocanis e ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’/‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’. A avaliagdo hematoldgica foi representada por dois métodos estatisticos,
possibilitando uma avaliacdo pelos valores médios entre 0s grupos positivos e negativos e
pela frequéncia das alteracbes em cada grupo.

Correlacionando as alteracGes hematoldgicas com a infeccdo por Mycoplasma spp.,
apenas proteina plasmatica total obteve significancia estatistica (p=0,0010), mas ainda dentro
do intervalo de referéncia determinado para espécie. Os parametros hematdcrito e hemacias,
caracterizando assim a anemia, apresentaram valores médios abaixos dos valores de
referéncia para ambos 0s grupos, mas ndo apresentou associagdo com a infec¢do. Resultados
semelhantes sdo relatados na literatura por diversos grupos de pesquisa, 0S quais ndo
obtiveram éxito em associar estatiticamente a anemia com a infec¢do por M. haemocanis e
‘Candidatus M. haematoparvum’. (WENGI et al., 2008; BAKER et al., 2010; NOVACCO et
al., 2010; ROURA et al.,, 2010; TENNANT et al., 2011; VALLE et al.,, 2014). Casos
esporadicos com anemia grave por M. haemocanis foram descritos apenas em cées
imunocomprometidos ou esplenectomizados (KEMMING et., al 2004; NOVACCO et al.,
2010; WILLLI et al., 2010). Acredita-se que a reducdo destes parametros no presente estudo
possa estar associado a uma alimentacdo de ma qualidade ou mesmo a espoliacdo sanguinea
por ectoparasitas e endoparasitas (STOCKHAM & SCOTT, 2011). Devemos levar em
consideracdo que os parasitos que sdo adaptados ao organismo dos hospedeiros, tém maiores
oportunidades de perpetuarem sem causarem maiores danos ao mesmaos.

Os valores médios de eosinofilos apresentaram-se acima do intervalo de referéncia em
ambos grupos positivos e negativos para Mycoplasma spp., mas ndo demonstrou diferenca
significativa. A eosinofilia esta relacionada a fungdes anti-inflamatorias, distirbios de
hipersensibilidade devido ao prurido por picada de ectoparasitas e a infec¢fes por helmintos
(STOCKHAM & SCOTT, 2011). Devemos levar em consideracdo que em abrigos de caes,
devido a fatores estruturais e financeiros, é bastante dificil ter um controle adequado de
ectoparasitas e endoparasitas, 0 que provavelmente esteja contribuindo para a eosinofilia
observada no presente estudo.
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A hipoproteinemia (p=0,0453) apresentou associacao estatistica e ocorreu somente no
grupo de animais negativos. A hipoproteinemia pode indicar estados de subnutricdo, bem
como de insuficiéncia ou lesdo hepatica e hemorragias. As proteinas sanguineas sdo
sintetizadas principalmente pelo figado, sendo que a taxa de sintese esta diretamente
relacionada com o estado nutricional, especialmente com o0s niveis de proteinas e com a
funcionalidade hepética. A hiperproteinemia, por sua vez, obteve associacdo com a infeccdo
(p=0,0161) e pode estar associado a doencas ou processos inflamatérios que estimulam a
sintese de certas imunoglobulinas alterando a producdo protéica (STOCKHAM & SCOTT,
2011). Hora (2008) relatou que felinos infectados por micoplasmas hemotroficos
apresentaram hiperproteinemia devido ao estimulo antigénico, resultante do aumento da
resposta imune pela presenca do agente infeccioso. E digno de nota, no entanto, que
hiperproteinemia pode ser observada também em casos de desidratacdo, neoplasias, e
artificialmente, em amostras hemolisadas (SUTTON; HOBMAN, 1975; SUTTON;
JOHNSTONE, 1977). Mas, ressalta-se que no presente estudo, nenhuma das amostras
apresentaram-se hemolisadas.

Na andlise hematoldgica para as espécie M. haemocanis, apenas proteina plasmatica
total obteve significancia estatistica (p=0,0012), mas ainda dentro do intervalo de referéncia
determinado para espécie. O parametro eosinéfilo ndo apresentou diferenca significativa, mas
vale ressaltar que em ambos grupos os valores medios foram superiores aos determinados
como referéncia para espécie, da mesma forma que observado para Mycoplasma spp.. Nao
ocorreu associacdo estatistica entre anemia e a infeccdo no presente estudo. Entretanto, é
digno de nota, que estudos iniciais conduzidos por nosso grupo de pesquisa, detectaram DNA
de M. haemocanis em 13 dos 109 cdes avaliados da regido de Araguaina, Tocantins. E, dos
animais positivos, 69,2% apresentaram anemia (BALDANI et al., 2014). Devemos ressaltar
que a regido possui clima favoravel a desenvolvimento de vetores atrépodes. Na avaliacdo por
frequéncia de alteracdo hematoldgica foi observada a associacdo entre a infeccdo por M.
haemocanis e hiperproteinemia (p=0,0238), assim como ocorreu com Mycoplasma spp..

A bioquimica sanguinea tem sido aplicada para obter informacdes sobre doencas que
acometem uma ampla variedade de animais domeésticos, dessa forma auxiliando e
direcionando o diagndstico clinico. No presente estudo, os pardmetros séricos avaliados
foram: proteina total, albumina, globulina, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina. A avaliacdo bioquimica foi
representada por dois métodos estatisticos, possibilitando avaliar os resultados pelos valores
médios entre 0s grupos positivos e negativos e pela frequéncia das alteracdes em cada grupo.

Os valores médios dos cdes positivos para Mycoplasma spp. pela g°PCR demonstrou
haver diferenca significativa nos parametros proteina, albumina, creatinina e fosfatase
alcalina. Os demais parametros bioquimicos ndo diferiram entre si a 5% de significancia.
Ressalta-se, no entanto, que creatinina e fosfatase alcalina permaneceram dentro do intervalo
de referéncia estabelecido para espécie. E no que se refere a proteina total, o grupo de animais
negativos apresentou valor médio inferior ao intervalo de referéncia estabelecido para espécie,
enquanto o grupo de animais positivos para Mycoplasma spp. obteve valores medios dentro
do intervalo de referéncia. Acredita-se, que no presente estudo, devido ao fato dos animais
serem de abrigos, a hiperproteinemia esteja associada a protedlise devido a necessidade do
animal em manter seu metabolismo retirando das suas reservas corporeas a sua fonte de
energia, devido a falta de alimento de qualidade (STOCKHAM & SCOTT, 2011) ou a
hemoconcentracdo ocasionada pela desidratacdo, devido falta de &gua potédvel disponivel.
Muitos dos abrigos visitados utilizavam racdo de baixa qualidade nutricional e até mesmo
alimento caseiro pobre em nutrientes, apresentando quadros de caquexia e inani¢do. Segundo
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GOULD et al. (2000), em um estudo sobre Ehrlichia a hipoglobulinemia e a
hipoalbuminemia foram detectadas em 23 e 21 cdes infectados, respectivamente. Tal fato
pode ser justificado pela presenca de distdrbios entéricos ou hepaticos graves, levando tanto a
perda de albumina, como de globulina intestinal. Acredita-se que no presente estudo a
hipoglobulinemia ocorreu possivelmente devido a menor sintese de globulina pelos
hepatocitos (exceto vy-globulinas), seja devido a mé& nutricdo ou inanicdo intensa
(STOCKHAM & SCOTT, 2011). Ressalta-se que nefropatias e insuficiéncia hepatica também
podem ocasionar hipoproteinemia e hipoglubulinemia, mas no presente estudo provavelmente
ndo seja a causa pois 0s marcadores renais e hepaticos permaneceram dentro dos valores de
referéncia para a espécie canina (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Quanto as alteracdes bioquimicas mais frequentes nos animais positivos e negativos
para Mycoplasma spp., evidenciou-se diferenca estatistica quanto a hiperfosfatasemia
(p=0,0270), apesar de apenas animais negativos apresentarem essa alteracdo. Lesdes hepaticas
ocasionadas por necrose ou tumefacdo dos hepatécitos que resultam em comprometimento do
fluxo biliar (colestase obstrutiva), estimulam a producdo de L-FA e seu acumulo esta
relacionado com o aumento de sua atividade sérica (STOCKHAM & SCOTT, 2011).
Elevacdes de FA também podem ocorrer por corticosteroides ou lesbes 0sseas, no entanto,
acredita-se que no presente estudo estas causas ndo estejam atuando uma vez que a anamnese
e exame clinico ndo direcionaram para tal constatacdo. Adicionalmente, a azotemia (uréia
elevada) foi estatisticamente (p=0,0023) associada a infec¢do. A elevacdo dos valores de uréia
representa um aumento de compostos nitrogenados ndo proteicos no sangue, sendo no
presente estudo, um caso provavel de azotemia pré-renal originada pela prote6lise aumentada
gerando mais NH,4", 0 que por sua vez aumenta a sintese de ureia pelos hepatdcitos ou ainda
devido a desidratacdo (STOCKHAM & SCOTT, 2011). Tal hipdtese, corrobora com o achado
de hipoproteineima evidenciada em alguns animais e é condizente com as condi¢des de
alimentacdo da maioria dos abrigos do presente estudo, bem como com o fato de diversos
animais apresentarem-se desidratados no exame clinico.

Com relacdo aos valores médios dos parametros de bioquimica sanguinea dos cées
positivos para M. haemocanis, observou-se diferenca significativa no parametro fosfatase
alcalina (p=0,0173), apesar dos valores médios permaneceram dentro do intervalo de
referéncia estabelecido para a espécie. Uréia também foi estatisticamente associada a
infeccdo, apresentando valores médios superiores ao intervalo de referéncia estabelecido para
espécie em ambos os grupos. Os demais parametros bioquimicos ndo diferiram entre si a 5%
de significancia. Analisando a frequéncia das alteragdes biogquimicas demonstrada nos
animais positivos e negativos para M. haemocanis, a azotemia foi a Unica alteracdo associada
a infeccdo (p=0,0061). Assim, o aumento do valor médio de uréia e a azotemia, se justificam
pelo catabolismo proteico aumentado ou pela desidratacdo dos animais, conforme também
evidenciou-se nos animais positivos para Mycoplasma spp.. Com relacdo aos valores médios
para ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ apenas ALT (alanina-transaminase) (p=
0,0301) apresentou associagdo estatistica com a infeccdo. A elevacdo dos valores de ALT
pode representar uma lesdo de hepatdcitos (reversivel ou irreversivel) ocorrendo por uma
variedade de fatores como inflamagdes de causas infecciosas e ndo-infecciosas (STOCKHAM
& SCOTT, 2011).

Devido ao fato de no nosso estudo 91 animais apresentaram-se desidratados durante o
exame clinico, foram avaliados por andlise de frequéncia as alteragdes hematologicas,
complementos e bioquimica. No entanto, ndo houve associagdo com a infec¢do. Sugere-se
portanto, que os achados laboratoriais dos animais do presente estudo ndo sofreram influéncia
do por estarem desidratados.
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O hemograma completo e a bioquimica sanguinea sdo instrumentos para avaliagdo do
estado fisiologico, diagndstico e monitoramento do animal, servindo para complementar o
exame clinico e anamnese realizados pelo médico veterinario. As alteracdes hematologicas e
achados bioquimicos sdo susceptiveis a oscilacdo de acordo com o estagio clinico da doenca.
A maioria dos cées infectados com hemoplasmas sdo relatados como sendo portadores
assintomaticos ou crénicos (NOVACCO, et al., 2010; HUEBNER, et al., 2006) e apenas
casos esporadicos de anemia hemolitica aguda tém sido relatados, geralmente em
imunocomprometidos infectados ou esplenectomizados (SYKES, et al., 2004; HULMER-
MOIR, et al., 2006; KEMMING, et al., 2004). Desta forma as alteracdes encontradas nesse
estudo podem ocorrer em inimeras patologias, devendo sempre ser correlacionada com outros
dados para concluir o diagndstico.

Os fatores associados a infeccdo levam em consideragdo aspectos clinicos juntamente
com a anamnese e demonstram grande importancia na questdo do diagndstico precoce de
doencas a fim de intervir para o tratamento do processo patolégico. O exame clinico do
animal pode ser subjetivo em alguns aspectos, devendo-se utiliza-lo em conjunto com exames
laboratoriais.

Com relacdo aos fatores associados, a infeccdo por Mycoplasma spp. apresentou
associacdo significativa com o género (p=0,0062), no qual os cdes machos apresentaram-se
duas vezes mais propensos a infeccdo do que as fémeas. Sasaki e colaboradores (2008)
reportaram resultados semelhantes, em que 96% (24/25) dos cdes positivos para
M.haemocanis eram do sexo masculino, atribuindo a alta prevaléncia a ingestdo de sangue
infectado durante as frequentes brigas entre os animais. Acredita-se, que no nosso estudo, por
tratar-se de cées de abrigos, a maior ocorréncia de animais positivos do sexo masculino esteja
associada a disputa por territério e alimentacdo pelo fato da maioria dos animais ndo serem
castrados e a superlotacdo. Demonstrando que a grande densidade de animais € um fator
importante na alta prevaléncia da infeccdo por hemoplasmas caninos, estudos anteriores
identificaram como um fator de risco populacdes de canis (KEMMING et al., 2004;
NOVACCO et al., 2010) por poderem ter um maior risco de exposicao a pulgas e ao carrapato
R. sanguineus (Dantas-Torres, 2008).

No presente estudo, também foi observado associacdo entre a idade e a infec¢do (p=
0,0041), onde adultos apresentaram frequéncia de infeccdo quase dez vezes maior que
filhotes. Tal correlacdo ndo é descrita em estudos anteriores, os quais ndo foi evidenciada
associacdo significativa entre a infec¢do por hemoplasmas caninos com o género ou idade dos
cdes (KENNY et al., 2004; WENGI et al., 2008; BAKER et al., 2010; TENNANT et al.,
2011; ALVES et al., 2014). No entanto, semelhante ao nosso estudo, Vieira e colaboradores
(2015) observaram correlacdo positiva entre cdes acima de uma ano de idade e infec¢des por
hemoplasmas.

Nenhuma associacdo significativa foi encontrada entre a infeccdo e acesso a rua,
historico de brigas, castracdo, historico ou presenca de pulgas e carrapatos. Corroborando com
nossos achados, diversos autores também ndo demonstraram a associagdo entre a infeccdo por
hemoplasmas e infestacdo por carrapatos (BAKER et al ., 2010 ; TENNANT et al., 2011,
VIEIRA et al.,, 2015). Em contrapartida Valle et al., (2014) relataram a presenca de
ectoparasitas como importante fator de risco para a infecgdo. E digno de nota, que apesar de
nosso estudo ndo ter evidenciado associacdo estatistica com histérico e/ou presenca de
ectoparasitas, uma maior frequéncia de animais positivos para Mycoplasma spp. foi
evidenciada nos canis que apresentavam menor infra-estrutura e condi¢6es que favoreciam a
ocorréncia de pulgas e carrapatos. Adicionalmente, o historico de ectoparasitas pode ter sido
falho devido ao grande nimero de animais nos locais, favorecendo que a pessoa reponsavel
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pelos animais acabasse ndo se recordando detalhadamente de todos os fatos que ocorreram
com cada cdo e que muitos animais haviam recebido tratamento para eliminacdo de
ectoparasitas. Apenas alguns abrigos mais estruturados possuiam planilhas sobre cada céo,
possibilitando um histérico detalhado dos mesmos.

As principais alteracdes clinicas e dados da anamnese associados a positividade para
Mycoplasma spp. observada em nosso estudo foram: linfoadenopatia 37,8% (17/45), lesdes de
pele compativeis com sarna 28,9% (13/45), TPC (tempo de preenchimento capilar) elevado
31,1% (14/45), afeccBes bucais 15,5% (7/45), erlichiose 13,3% (6/45), letargia 8,9% (4/45),
babesiose 4,4% (2/45), tumor venéreo transmissivel (TVT) 4,4% (2/45) e cinomose 2,2%
(1/45). De modo semelhante, onde alteracdes clinicas compativeis com hemoplasmos nédo
foram evidenciadas, Novacco e colaboradores também ndo observaram sinais clinicos
claramente atribuiveis a infecgdo nos cées infectados por hemoplasmas (NOVACCO et al.,
2010). E, Valle et al. (2014) ndo relataram sinais clinicos e laboratoriais sugestivos da
infecgdo. E digno de nota, que a maioria dos cées infectados por hemoplasmas s&o portadores
assintomaticos cronicos (CHALKER, 2005). Podem ser observados sinais clinicos
inespecificos como anorexia, letargia, perda de peso, inapeténcia, febre e mucosas palidas a
medida que anemia progride (BUNDZA et al., 1976; KEMMING et al., 2004% WIILI etal.,
2010; MESSICK; HARLEY, 2015). Apenas casos esporadicos da forma aguda com anemia
hemolitica sdo relatados na literatura (KEMMING et al., 2004*"; CHALKER, 2005;
TASKER et al., 2010; PITORRI et al., 2012). Mas é importante salientar que infeccdes
crbnicas podem ser exacerbadas na ocorréncia de co-infecgdes por  Ehrlichia spp.
(INOKUMA et al., 2006), Babesia spp. (WRIGTH, 1971; KRAJE, 2001; TRAPP et al.,
2006), Hepatozoon canis (RAMOS et al., 2010) e demodicose (NOVACCO et al., 2010).
Aliado a isso, esta o fato de que a imunossupressao causada pela doenca cronica e pela
quimioterapia pode explicar a associacdo significativa entre doencas neopléasicas e infeccéo,
na qual alguns cées com neoplasia mostraram-se com maior tendéncia a serem positivos para
hemoplasmas (VIEIRA et al., 2014). Wengi e colaboradores (2008) reportaram que dos 11
cdes positivos em 899 testados pela técnica de PCR, 4 apresentavam neoplasias, 2
apresentavam-se com laceragdes devido a brigas, doenca gastrointestinal e cardiaca. Assim,
os achados do presente estudo denotam a importancia dos hemoplasmas como um agente
potencializador de efeitos adversos no organismo animal. Devemos levar em consideracao
gue uma parcela dos animais havia recebido tratamento para erlichiose recentemente, o que
pode ter interferido no diagnostico da micoplasmose.

O conhecimento da ocorréncia de micoplasmas hemotréficos na regido Metropolitana
do Rio de Janeiro, auxilia o clinico veterinario na investigacdo desse agente infeccioso, que
pode ocorrer concomitante a outras doencas imunossupressoras, que devido a isto, nao
respondem de forma adequada ao tratamento. A utilizacdo de técnicas moleculares esta sendo
expandida, com isso possibilitando ao clinico veterinario uma ferramenta diagndstica eficiente
que deve ser associada com sinais clinicos e achados de bioquimica e hematologia para
melhor compreenséo da infecgéo pelos agentes.

6 CONCLUSOES

e Caées domeésticos oriundos de abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro estdo
expostos a micoplasmas hemotrdéficos, com maior frequéncia de Mycoplasma
haemocanis, seguido de ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum/haemominutum’
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e Pela primeira vez a deteccdo dos agentes micoplasmas hemotroficos ocorreu em cées
da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro utilizando as técnicas de diagnostico
molecular PCR e gPCR.

e A deteccdo direta pela microscopia optica de micoplasma hemotroficos na superficie
das hemacias é dificil, podendo ocorrer falsos-positivos e falsos-negativos.

e As alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas foram discretas e ndo-especificas,
porém podem ser utéis para clinicos no diagndstico e no acompanhamento do curso de
infeccdo por esses agentes.

e E importante levar em consideragio os fatores associados, em especial, o fato de que
caes adultos e machos sdo mais propensos a infecgéo.
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8 ANEXOS
ANEXO A -Termo de consentimento livre esclarecimento

ANEXO B - Questionério epidemioldgico e avaliacdo clinica, referente aos cées oriundos de

abrigos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, Brasil.

ANEXO C - Fotos demonstrando as diferentes condi¢des estruturais, higiénico-sanitarias e

presenca de animais contactantes observadas nos abrigos.
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ANEXO - A:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Proprietario: Data: /[ |

do Rio de Janeiro N

Convite a participacdo da pesquisa intitulada “Micoplasmas hemotréficos como potenciais agentes causadores
anemia em ciies domésticos do Rio de Janeiro” que tem como objetivo investigar a presenca de infeccdo pelos agentes
micoplasmas hemotr6ficos em cdes domésticos por meio de ensaios moleculares, bem como correlacionar a infecgdo as
alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas. Contribuira, adicionalmente, para o desenvolvimento de linhas de pesquisa
de carater clinico-epidemiolégico.

A pesquisa ndo oferece riscos fisicos para vocé ou seus animais, no entanto, seu animal sera devidamente contido
para colheita do material, procedimento que pode trazer algum desconforto ao animal e indiretamente ao proprietario.

Sua participacdo baseia-se no consentimento da coleta de amostra de sangue do seu animal pelos residentes do
Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro que sera aplicado em todas as
propriedades pesquisadas. As informagfes obtidas serdo utilizadas somente para fins da pesquisa acima mencionada, sua
identificacdo e dados confidenciais serdo mantidos em sigilo.

Cristiane Divan Baldani, DSc. Prof. Adjunto |

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Instituto de Veterinaria - Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria
BR 465, Km 7, Seropédica, RJ  CEP: 23890-000

Telefone: 21 2682-1711 / Ramal 232/ e-mail: crisbaldani@ufrrj.br

Concordo voluntariamente em participar do estudo, dispondo da informacédo de que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio
adquirido. Data: / /

(Assinatura do participante)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido deste proprietario.
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Data: / /

(Assinatura do responsavel pelo estudo)

ANEXO - B:

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

IDENTIFICACAO

Canino n° (Registro): Data:

Nome do canino: Sexo: Raca: ldade:
Endereco: Tels:

HISTORICO:

1) Castrado: ( ) Sim ( ) N&o
2) Historico de brigas: ( ) Sim ( ) Néo
3) Animal ja recebeu transfusdo ou qualquer derivado até o momento da coleta? ( ) Sim ( ) Néo

4) Histdrico de ectoparasitas: () Sim () N&o. Quais?

5) Local de moradia: ( ) Casa ( ) Apartamento ( ) Abrigo ( ) Gatil ( ) Rua ( ) Sitio
6) Acessoarua: ( ) Sim ( ) Néo

7) Convivio com outros caes? () Sim () Nédo. Quantos?

8) Convivio com outras espécies ( ) Sim () N&do. Qual(is)/Quantos?

9) Presenca de ectoparasitos? () Sim () Nao.

Quais: () Pulgas ( ) Carrapatos ( ) Piolhos ( ) Sarna ( ) Intensidade:

10) Uso de ectoparasiticida? ( ) Sim ( ) N&o. Qual:

11) Animal é vermifugado? ( ) Sim ( ) N&o. Qual a frequéncia?

12) Animal é vacinado? ( ) Sim ( ) N&o. Qual(is)?

13) Faz uso de alguma medicagdo? ( ) Sim ( ) N&o. Qual(is)?
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SINAIS CLINICOS:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7
8)
9

10) Historico de doengas e demais observacdes clinicas relevantes:

Estado corporal: ( ) Normal ( ) Magro ( ) Obeso

Comportamento: ( ) Receptivo/carinhoso () Apatico/ Quieto ( ) Agressivo ( )Medo
Anorexia: () Sim () Néo

Letargia/Depressdo: ( ) Sim ( ) Nao

Mucosas: ( ) Normal ( ) Hipocorada ( ) Ictérica ( ) Azulada

a. Intensidade: ( )Discreta ( ) Moderada ( ) Intensa

Frequéncia respiratoria: Frequéncia cardiaca: Temperatura retal:

Turgor cutaneo

Linfonodos: () Normais ( ) Aumentados

TPC:

ANEXO - C:

66



67



68



