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RESUMO
Ocorréncia de mycoplasma spp. e alteracbes hematologicas em gatos

domésticos (felis catus) naturalmente infectados na cidade de Belém, Para

Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum e
Candidatus Mycoplasma turicensis sdo o0s agentes causadores da
micoplasmose felina, estes agentes sdo bactérias gram-negativas,
pleomdrficas, pequenas e que se aderem a superficie dos eritrocitos do animal
acometido. Os sinais clinicos da micoplasmose felina sdo manifestacdes de
anemia aguda ou cronica, ocorrendo perda de peso, anorexia, depressao,
membranas mucosas palidas, fraqueza, dores articulares, hiperestesia e,
ocasionalmente esplenomegalia e ictericia, podendo o animal vir a 6bito nos
casos mais graves. O diagnéstico € baseado na deteccdo do parasita em
esfregacos sanguineos e também no diagndstico molecular pela PCR.
Objetivando determinar a ocorréncia de Mycoplasma spp. em felinos
domésticos da regido de Belém-Para, e as alteracbes hematoldgicas dos
animais naturalmente infectados por estes parasitos, foram coletadas 201
amostras de sangue com EDTA para andlise de hemograma e extracdo de
DNA para realizacdo de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) bem como
esfregacos sanguineos de ponta de orelha para deteccdo do parasita na
superficie do eritrécito. Foram encontrados 5,47% (11/201) de positividade no
exame de esfregaco sanguineo, sendo 1,47% (1/68) de machos e 7,51%
(10/133) de fémeas. O DNA de Candidatus Mycoplasma haemominutum foi
encontrado em 7,96% (16/201) dos animais onde 16,17% (11/68) eram machos
e 3,75% (5/133) eram fémeas, jA& Mycoplasma haemofelis foi detectado em
1,49% (3/201) das amostras, totalizando 2,94% (2/68) de machos e 0,75%
(1/133) de fémeas. O hemograma mostrou alteracdes em eritrocitos, volume
globular e hemoglobina apenas nos animais em que foi detectado DNA de
Mycoplasma haemofelis.

Palavras chave: Mycoplasma spp., micoplasmose e PCR.
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ABSTRACT
Occurrence of Mycoplasma spp. and hematological changes in domestic cats

(Felis catus) naturally infected in the city of Belém, Para

Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum and
Candidatus Mycoplasma turicensis are the causative agents of feline
mycoplasmosis, these agents are gram-negative, pleomorphic, small and that
adhere to the surface of erythrocytes of the animal involved. Clinical signs of
feline mycoplasmosis are manifestations of acute or chronic anemia, occurring
weight loss, anorexia, depression, pale mucous membranes, weakness, joint
pain, soreness and occasionally splenomegaly and jaundice, the animal may
come to death in severe cases. The diagnosis is based on detection of the
parasite in blood smears and also in molecular diagnostics using PCR. Aiming
to determine the occurrence of Mycoplasma spp. in domestic cats in a region of
Belém, Para, and hematological changes of animals naturally infected by these
parasites were collected 201 blood samples with EDTA for Count Blood Cells
(CBC) analysis and extraction of DNA for performing the Polymerase Chain
Reaction (PCR) as well as blood smears ear tip for detection of the parasite on
the surface of erythrocyte. Found 5.47% (11/201) of positive examination of
blood smears, being 1.47% (1/68) of males and 7.51% (10/133) than females.
The DNA of Candidatus Mycoplasma haemominutum was found in 7.96%
(16/201) where 16.17 % (11/68) were males and 3.75% (5/133) females, was
detected Mycoplasma haemofelis in 1.49% (3/201) of samples totaling 2.94%
(2/68) of males and 0.75% (1/133) of females. The CBC showed changes in
erythrocytes, hematocrit and hemoglobin only in those animals with DNA of

Mycoplasma haemofelis.

Key Words: Mycoplasma spp., Mycoplasmosis, PCR.
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1.  INTRODUCAO

O felino tornou-se o animal de estimacdo mais popular nos Estados
Unidos, Canad4 e Norte da Europa, e sua popularidade continua a crescer.
Gatos sdo divertidos, carinhosos, bonitos, Unicos e fascinantes. Proprietarios
de gatos amam seus animais de estimacdo e aproximadamente 78% o0s
consideram como membros da familia (RODAN, 2012).

O Brasil possui a segunda maior populacdo de animais domésticos
(Cées e gatos) do mundo, muito embora seja um dos poucos paises em que o
céo ainda € o animal de estimacéo preferido (ANFALPET, 2012).

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimacéo (Abinpet, 2012), o Brasil conta com cerca de 98 milhdes
de animais de estimagéo.

Em Belém do Para, segundo a coordenacédo do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ-SESPA) a populacdo de gatos em 2006 era de 44.636 e em
2012 passou para 54.121, representando um aumento de 21,24% no periodo.

Micoplasmose hemotrépica felina (MHF) € um dos termos usados para
denominar a infeccdo causada pelos agentes Mycoplasma haemofelis,
Candidatus Mycoplasma haemominutum e/ou Candidatus Mycoplasma
turicensis (SYKES, 2003; WILLI et al, 2005).

Os sinais clinicos dessa enfermidade estdo relacionados com
manifestacfes de anemia hemolitica aguda ou crbnica (SOUZA, ALMONNY,
2002; PAGE, 2003).

O diagnéstico € estabelecido pela demonstracdo do organismo em
esfregacos de sangue periféricos corados, cuja sensibilidade é bem reduzida
(HAGIWARA, 2003). Outra forma de diagnostico € a utilizacdo da Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR), que é uma ferramenta diagndéstica mais
sensivel e permite ainda fazer diferenciacéo entre as espécies de micoplasmas
(FOLEY et al., 1998; WESTFALL et al., 2001)

Apesar da aquisicao do felino, como animal de estimacgao, apresentar
crescimento, 0 mesmo nédo tem sido observado em pesquisas cientificas sobre
hemoparasitoses nesta espécie, principalmente na regido norte do Brasil.
Desta forma, faz-se necessario determinar a ocorréncia de Mycoplasma

haemofelis e Candidatus Mycoplasma haemominutum em felinos da cidade de
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Belém, e avaliar métodos de diagndstico de esfregaco sanguineo e PCR, além
de se avaliar as alteragbes hematologicas dos animais estudados,
relacionando-se a presenca dos agentes com as alteracdes sanguineas

observadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. HISTORICO

Wander (2009) citou que Clark em 1942, relatou na Africa do Sul uma
infecg@o por hemoparasito em um gato com anemia grave, sendo denominado
por ele de Eperythrozoon felis.

‘Em 1953, nos EUA, Flint e Moss fazendo uso de um método
experimental, descreveram um organismo semelhante ao citado por Clark em
1942, que estava causando anemia infecciosa em gatos. Pouco depois em
1955 Flint e Mckelvie sugeriram que esse organismo fosse nomeado de
Hemobartonella felis, pois ao contrario da espécie Eperythrozoon, ele nao era
visto livremente no plasma, além de ter sido identificado formas anelares
(APUD — WANDER, 2009)".

A primeira descricdo da doenca em gatos domésticos no Brasil foi
relatada em 1976 por Massard et al., e a primeira caracterizacdo molecular da
América do Sul de co-infeccdo por Candidatus M. haemominutum e M.
haemofelis em trés gatos domésticos foi relatada por Moraes et al., em 2007.

Em 1993 o microorganismo foi classificado na familia Anaplasmataceae,
na ordem Rickettsiales (CARNEY e ENGLAND, 1993), algum tempo depois
Rikihisa et al. (1997), ap6s a analise da sequéncia do gene 16S rRNA
identificaram duas sequéncias distintas em gatos domésticos, sendo
detectados dois isolados, Ohio e Califérnia. Novas andlises do gene e das
caracteristicas fenotipicas demonstraram que alguns membros dos géneros
Haemobartonella e Eperythrozoon foram transferidos para a classe Mollicutes
sendo reclassificados como membros do género Mycoplasma onde entéo
foram reclassificados (NEIMARK et al., 2001; 2002).

Os isolados de H. felis, Ohio e California, foram nomeados Mycoplasma
haemofelis e Candidatus Mycoplasma Haemominutum, respectivamente
(NEIMARK et al., 2001)

Uma terceira espécie de Mycoplasma foi identificada em um gato na
Suica que apresentava anemia hemolitica sendo esta espécie denominada de

Candidatus Mycoplasma Turicensis (WILLI et al.,2005)
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2.2. AGENTE ETIOLOGICO

Mycoplasma spp. é um parasita microscéopico (< 1 um), que afeta os
eritrocitos, causando sua destruicdo (MORAES et al., 2007). Sao epicelulares,
pleomorficos e se aderem a superficie do eritrécito do hospedeiro, sem invadir
a célula (MESSICK, 2004).

Possuem forma de cocos, bastonetes ou ainda anelares, e, sob
microscopia, Optica apresentam-se individuais, em pares ou em cadeias
(MESSICK, 2003; MESSICK, 2004; HARVEY, 2006) (Figura 1). Nao possuem
parede celular nem flagelo, apresentam alta resisténcia a penicilina e seus
analogos e sao suscetiveis a tetraciclina (NEIMARK et al., 2001, 2002).

Duas variedades diferentes foram identificadas em gatos domésticos,
Ohio (maior e mais patogénica), facilmente detectada nos eritrécitos dos
esfregacos sanguineos; e Califérnia (menos patogénica e com tamanho

reduzido) (Figura 2 e 3).

Figura 1: Presenca de Mycoplasma spp. na superficie do eritrocito (Seta
Preta).
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Figura 2: Microscopia eletrdnica de varredura das hemacias de um gato
infectado com Candidatus Mycoplasma turicensis: Presenca de formas
discoides de aproximadamente 0,3 um de didmetro na superficie da hemacia.

As barras representam 1 um (WILLI et al., 2011).

Figura 3: Microscopia eletrbnica de
transmissdo mostra a imagem de
Mycoplasma haemofelis sobre a hemacia
de um gato infectado (WILLI et al., 2011)
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2.3. EPIDEMIOLOGIA

Devido a baixa sensibilidade dos testes rotineiramente aplicados para o
diagnostico de micoplasma, poucos estudos epidemioldgicos de elevada
acuracia sobre a infecgéo felina foram registrados antes do ano 2000 (SYKES,
2003). Portanto, muitas questdes ainda precisam ser respondidas com o
objetivo de esclarecer a epidemiologia desses agentes, principalmente o papel
dos animais portadores assintomaticos. Nao existe confirmacgéo se esses gatos
podem ou ndo serem fontes de infec¢do, ou ainda se a transmissdo s6 ocorre
na fase em que a doenca é clinicamente ativa (URQUHART, 1998).

Alguns fatores de risco ja foram identificados, o sexo parece influenciar,
sendo os machos mais predispostos do que as fémeas, talvez pelo seu
comportamento, habitos de deambulacdo e envolvimento em brigas. Com
relacdo a faixa etaria os gatos mais jovens sao mais acometidos do que idosos.
Gatos positivos para Imunodeficiéncia felina (FIV) e Leucemia viral felina
(FELV) possuem maior risco de desenvolver os sinais clinicos, devido a
imunossupressao (SYKES., 2003).

A infeccdo em seres humanos por espécies de Mycoplasma oriundas de
animais sdo particularmente comuns em pacientes imunossuprimidos e essas
infecgbes normalmente ocorrem em virtude do contato intimo e duradouro
desses individuos com animais domeésticos (PITCHER e NICHOLAS, 2005).

Dos Santos et al. (2008) relataram um caso de paciente humano HIV
positivo, com anemia e infeccado por Mycoplasma haemofelis-like e Bartonella
henselae, com o objetivo de tentar demonstrar a caracteristica zoonoética deste
agente no Brasil.

Existem varios trabalhos realizados no Brasil sobre micoplasmas. Em
um estudo utilizando apenas diagnoéstico em esfregago sanguineo, Miranda
(2008) encontrou 26,66% (8/30) de positividade em laminas de gatos oriundos
de Belém-Parda, enquanto que em 371 gatos estudados em Porto Alegre (RS),
através da PCR, 21,3% (79/371) foram positivo para pelo menos uma espécie
de Mycoplasma (DOS SANTOS, 2008).

Hora (2008) encontrou 23/270 de gatos positivos para Mycoplasma
haemofelis em um estudo realizado em Sao Paulo — SP, com a utilizagdo de

PCR. Ainda em Sao Paulo, mas na cidade de Botucatu, Metzeger (2009) em
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um estudo com felideos de vida livre, detectou 38,70% (12/31) de infec¢des por
Mycoplasma haemofelis e/ou Candidatus Mycoplasma haemominutum. No
Distrito Federal Firmino (2008) trabalhou com hemograma, esfregaco
sanguineo e PCR, enquanto que Biondo et al. (2009) fez uma revisao sobre a
ocorréncia de micoplasmas no Brasil.

Existem estudos realizados associando a presenca de Mycoplasma spp.
com outras doencas em gatos como FIV, FELV e linfomas, ( MACIEIRA, 2008;
LEAL, 2009 ). Braga (2010) realizou um estudo usando diagnéstico molecular
com a presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti- Neospora
caninum, em gatos peridomiciliados na cidade de Séao Luis - MA, e das 200
amostras analisadas 5 (2,5%) foram positivas para M. haemofelis, 4 (2,0%)
foram positivas para Candidatus MycoplasmaTuricensis e 20 (10%) foram
positivos para Candidatus Mycoplasma haemominutum, totalizando 14,5% dos

animais estudados (Figura 4).

Figura 4: Regifes do Brasil onde foram desenvolvidos trabalhos
sobre micoplasmas.
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2.4. SINAIS CLINICOS

Infecgbes causadas por M. haemofelis em gatos geralmente causam
anemia, enquanto que Candidatus Mycoplasma haemominutum causa infeccéo
inaparente com minima alteracdo no volume globular, e estd associada a
outras infec¢cbes, como FIV, FELV e neoplasias (HARVEY, 2006). Estas
diferencas podem estar associadas a patogenicidade do agente (FOLEY et
al.,1998; WILIl et al., 2007) e também a susceptibilidade do hospedeiro
(MESSICK,.2004).

M. haemofelis pode ser um agente oportunista, estando presente em
animais sadios, levando a manifestacdo de sinais quando esses sao
acometidos por outras enfermidades, submetidos a procedimentos cirdrgicos
ou até mesmo a situacdes de estresse intenso (HARVEY, 2006).

O aparecimento da doenca causada por M. haemofelis em gatos esta
relacionado com a infeccéo pelo virus da FeLV visto que, em torno de 40% a
50% dos animais com a clinica de hemoplasmose sdo FelLV positivo, pois a
FeLV pode suprimir a resposta imunitaria dos gatos, aumentando a
suscetibilidade do animal. A associagdo das infec¢cdes por M. haemofelis e
FeLV geralmente resultam em anemia mais severa do que em animais com
apenas um dos agentes (HARVEY, 2006).

Candidatus M. haemominutum é considerado pouco patogénico e é
detectado por técnicas moleculares em felinos sem sintomatologia (JENSEN et
al.,2001), apesar de ja ter sido diagnosticado em felinos com anemia (TASKER
et al., 2003) associado, na maioria das vezes, a M. haemofelis (JENSEN et
al.,2001; MORAES et al, 2007).

Candidatus M. turicensis, foi primeiramente detectado por Willi et al.
(2005) e foi considerado tdo patogénico quanto M.haemofelis, apesar de sua
patogenicidade ndo estar muito bem definida.

Aproximadamente 50% dos gatos que sdo detectados infectados por
Mycoplasma spp. apresentam sinais clinicos da doenga, enquanto que 0s
outros casos sado detectados em exames de rotina de pacientes clinicamente
saudaveis (FOLEY e PEDERSON,2001).
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Foley et al. (1998) citaram que apds o estagio agudo da infeccdo por
micoplasmas, os felinos infectados apresentam periodos assintométicos e de
agravamento do quadro.

Os sinais clinicos variam conforme o estagio da doenca e a espécie de
micoplasma envolvida (GRACE e NORSWORTHY, 2011). Os gatos que sao
infectados por M. haemofelis podem apresentar sinais que evoluem em poucos
dias. Ao exame fisico destaca-se fraqueza, desidratacdo, palidez de mucosas,
além de ictericia, temperatura normal ou aumentada, taquipnéia e aumento de
baco que pode ser percebido através da palpacdo (MORAES et al., 2007).

Os animais com infeccdo grave sdo geralmente hipotérmicos e podem
morrer em poucos dias. Os casos de curso crénico podem ser percebidos pela
perda de peso e anemia moderada. As consequéncias da infec¢cdo por longo
prazo ndo sao claras e os animais cronicamente infectados podem se tornar
anémicos e imunossuprimidos (HOELZLE, 2008).

Também se pode observar anemia hemolitica, anorexia, depressao,
fraqueza, dores articulares, hiperestesia e, ocasionalmente membranas
mucosas ictéricas, podendo o animal vir a 6bito em casos mais graves. Porém,
0S animais geralmente apresentam-se alertas e moderadamente ativos, mesmo
com anemia ou febre, podendo apresentar apenas sinais de apatia (SOUZA e
ALMONNY. 2002; PAGE, 2003; WANDER, 2009;). Existe um relato que
associa a presenca de M. haemofelis com meningoencefalite, em um felino de
10 meses. (BEAUCHAMP et al., 2011).

Na doenca subclinica, os animais apresentam apenas uma anemia
discreta. Os sinais clinicos estdo na dependéncia da fase da doenca e da
rapidez com que se desenvolve a anemia. Se o desenvolvimento da anemia for
gradual, o gato pode exibir perda de peso, mas se mantém vivaz e alerta. Ao
contrario, a diminuicao rapida e acentuada do hematécrito, em associacdo com
a parasitemia elevada, pode causar pouca diminuicdo do peso corporal, mas
uma marcante depresséao (HAGIWARA, 2003).

Alguns autores relacionam o grau de anemia com a espécie do parasito
que esta acometendo o felino. Segundo Berent, Messick e Cooper (1998), a
infeccdo por M. haemofelis geralmente resulta em anemia hemolitica severa
enquanto que a infeccdo por Candidatus M. haemominutum normalmente n&o
desenvolve sinais clinicos (FOLEY et al.,, 1998. WESTFALL et al., 2001). A
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infecgao experimental por Candidatus Mycoplasma turicensis resultou em uma
anemia moderada a severa (WILLI et al., 2005). Segundo Messick (2003) a
hemdlise extravascular € responsavel pelos quadros de esplenomegalia e

ictericia.

2.5. TRANSMISSAO

Existem poucas informacdes sobre a transmissdo das diferentes
espécies de micoplasmas que acometem felinos, mas existem fortes indicios
de que a infeccdo pode ser causada pela ingestdo ou injecdo parenteral de
sangue infectado (BERENT, MESSICK e COOPER,1998).

Acredita-se também que a transmissdo de M haemofelis pode ocorrer
principalmente por artropodes hematéfagos e também héa a possibilidade de
ocorrer por feridas causadas por mordeduras. No entanto, Sdo necessarios
mais estudos para avaliar a possibilidade da transmissao de micoplasmas em
decorréncia de brigas entre os felinos, pelo comportamento de lambeduras ou
pelo compartilhamento de comedouros e bebedouros por varios animais
(GRACE, 2004).

A transmissdo experimental de micoplasmas ja foi descrita por via
intravenosa, intraperitoneal ou oral com sangue fresco de gatos infectados
(TASKER, 2006). Dean et al. (2008), realizaram amplificagdo de DNA, usando
‘“PCR em tempo real”, de glandula salivar de gatos infectados
experimentalmente com Mycoplasma haemofelis e Candidatus Mycoplasma
haemominutum.

Transfusdo sanguinea de animais portadores pode produzir a doenca
aguda em gatos susceptiveis (WILLI et al., 2006). Small e Ristic (1987)
sugerem que esta forma de transmissdo pode ser considerada como
iatrogénica. Gary et al. (2006), detectaram que o Mycoplasma haemofelis
sobrevive por cerca de 1 hora, enquanto que o Candidatus Mycoplasma
haemominutum sobrevive por até 1 semana em solugfes para transfusdo com
Citrato-Fosfato-Dextrose-Adenina (CPDA-1).

E possivel ocorrer transmissdo vertical, mas ela é considerada pouco
importante, Carney e England,(1993), observaram a presenca de M. haemofelis

em filhotes de gatas portadoras apés trés horas de nascidos, corroborando
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com Page (2003), que cita que ja houve descricdo de infeccdo em recém
nascidos mesmo na auséncia de artropodes hematofagos. Mas segundo
Harvey (2006) ndo esta estabelecido se a forma de transmissdo se da por via
uterina ou durante o parto, ou ainda nos cuidados de higiene e limpeza da mae
com os filhotes.

Segundo Souza e Almosny (2002), as pulgas das espécies
Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis e Pulex irritans sdo os principais
vetores. Woods et al. (2005), detectaram o DNA de M. haemofelis e de
Candidatus Mycoplasma haemominutum em ovos, larvas e adultos de C. felis
experimentalmente infectados. Esses mesmos autores também comprovaram a
transmissao de M. haemofelis através do habito de hematofagia dessa espécie
de pulga.

Apesar de ser uma importante causa de anemia em gatos, ainda existem
poucas informacgdes disponiveis em relacdo a epidemiologia de Mycoplasma
spp. Um dos principais fatores limitantes a investigacdo desse organismo € que
ainda ndo ha sucesso no seu cultivo fora do hospedeiro. Contudo, mais
recentemente, estudos moleculares tém contribuido para o entendimento sobre
0s aspectos epidemiolégicos e patogénicos de micoplasmas em felinos
(ISHAK, RODECKI e LAPPIN, 2007; MORAES et al., 2007; NOVACCO et al,
2012).

2.6. DIAGNOSTICO

O insucesso no cultivo de M. haemofelis fez com que durante muito
tempo o diagnostico da infeccdo fosse baseado na deteccdo do parasito na
superficie do eritrécito, mas muitos fatores influenciam na capacidade
diagnostica desse teste (TASKER e LAPPIN, 2002). O esfregaco deve ser
cuidadosamente examinado para evitar confusées com corpusculo de Howell-
Jolly, corpusculo de Heinz, precipitados de corante ou até mesmo outros
hemoparasitos como Cytauxzoon spp. (BUTT, 1990; SYKES, 2003; HARVEY,
2006).

Outro problema na deteccéo de M. hemofelis é a sua parasitemia ciclica.
Por isso o0s esfregacos sanguineos devem ser examinados em dias

consecutivos entre pelo menos 10 a 14 dias. Além disso, M. hemofelis é
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removido dos eritrocitos por agentes quelantes, como o acido-etileno-diamino-
tetra-acético (EDTA), assim, em amostras de sangue armazenadas com EDTA,
0 numero de eritrocitos com M. haemofelis decresce com o tempo e em alguns
casos pode desaparecer em até 3 horas apds o armazenamento. Desta forma,
os esfregacos devem ser feitos com sangue fresco, para evitar resultados
falso-negativos. (HAGIWARA, 2003; GRACE. 2011).

Quando M. haemofelis € observado ndo se deve resultar em um
diagnéstico de micoplasmose, pois apés a identificacdo do parasito deve-se
associar o diagndéstico aos sinais clinicos do paciente, deve-se também
investigar alguma causa adjacente, pois a micoplasmose pode ocorrer
secundariamente a outra doenc¢a ou um evento gerador de estresse (GRACE,
2004).

A alta frequéncia de falso-negativos na avaliacdo microscoépica de
esfregacos sanguineos resulta em subnotificacdo dessa infeccdo. A
sensibilidade do diagnéstico utilizando-se o esfregaco sanguineo é bem menor
gquando comparada com os resultados obtidos pela PCR (WESTFALL et al.,
2001).

A técnica molecular da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é
notadamente mais sensivel do que o esfregaco sanguineo para o diagndstico e
permite a diferenciacdo das espécies de micoplasmas (BERENT, MESSICK e
COOPER, 1998; FOLEY et al., 1998; WESTFALL et al., 2001), sendo
atualmente o teste de escolha para o diagnéstico da infeccédo por M. haemofelis
devido ser comercialmente vidvel em muitos laboratérios. Sendo muitas vezes
utilizados para avaliar a eficacia de tratamento (TASKER e LAPPIN, 2002).

O exame da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica
molecular sensivel que permite a amplificacdo de um fragmento particular de
DNA de um microorganismo (MESSICK 2003), e a amplificacdo do gene 16S
do DNA ribossémico é a base para varios ensaios de PCR desenvolvidos para
a deteccdo de hemoplasmas hemotrépicos (FOLEY et al.,, 1998, BERENT,
MESSICK e COOPER 1998, JENSEN et al., 2001,GARY et al., 2006; MORAES
et al., 2007; BIONDO et al., 2009)

Macieira et al. (2009) concluiram em seu estudo que a técnica de

Southern Blot/Hibridizacdo (SB) com sondas especificas foi mais sensivel do
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que a PCR realizada isoladamente, sendo um método complementar para o

diagnostico das infec¢des causadas pelos hemoplasmas felinos.

2.7. PROFILXIA

Tratamento para prevencao de infestacdes por ectoparasitas previnem a
infeccdo por micoplasmas e outros patégenos (HARVEY, 2006). Minimizar
fatores de risco evitando que animais tenham acesso a rua, reduzindo risco de
brigas, consequentemente diminuem as chances de infec¢cdo (TASKER, 2006).
Segundo Harvey (2006) a transmissao iatrogénica pode ser evitada usando-se

exames de triagem em animais doadores, como 0s testes moleculares.

2.8. TRATAMENTO

O tratamento se faz necessério devido mais de um ter¢o de animais com
infeccdo aguda por M. haemofelis, ndo tratados virem a 6Obito devido & anemia
grave (HARVEY, 2006)

A literatura recomenda o uso de tetraciclina na dosagem de 20
mg/kg/8x8 horas/21 dias, porém esta droga nao elimina totalmente o parasita e
desta forma pode fazer com que 0s animais recuperados permanecam
infectados de forma crénica (BERENT, MESSICK e COOPER, 1998 ; GAUNT,
2000).

A Doxiciclina (5-10 mg/12 ou 24 horas) falhou no tratamento de gatos
infectados experimentalmente por Candidatus Mycoplasma haemominutum.,
mas para Candidatus Mycoplasma turicensis fez com que o parasita fosse
eliminado apds 2 semanas e estes animais permaneceram PCR negativos até
1 ano apos o tratamento (WILLI et al., 2006).

A Azitromicina tem se mostrado eficaz em surtos de hemoplasmas no
trato respiratorio de humanos, mas foi ineficaz no tratamento do parasita nos
eritrocitos na dose de 15 mg/kg/12 x 12 horas (WESTFALL et al., 2001).

Lappin et al. (2002) relataram que estudos demonstraram que o uso do
dipropionato de imidocarb na dose de 5 mg/kg/IM/2 aplicacbes nao € eficaz
para erradicar a infeccdo por M. haemofelis ou por Candidatus M.

haemominutum.
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Segundo Ishak, et al. (2008) que usaram a Marbofloxacina, na dose de
2,75mg/Kg/24 horas/1l4dias no tratamento de gatos infectados, concluiram que
a droga foi segura e resultou em uma melhora hematoldgica rapida nos animais
infectados experimentalmente com M. haemofelis, mas n&o alterou escore
clinico e ndo eliminou a infec¢do de forma consistente.

Administracdo de fluidos parenteral se faz necessario em casos de
desidratacdo severa, como terapia de suporte. Hematocritos em queda rapida
ou abaixo de 12% sugerem a necessidade de transfusédo (TASKER, 2006)

Willi et al. (2005), ndo recomendam o uso de corticosteroide no
tratamento da infecgcdo por micoplasmas, pois 0s corticosteroides podem
aumentar a parasitemia, como foi observado pelos autores em gatos infectados
experimentalmente por Candidatus M. turicensis; porém Norsworthy (2004)
sugere que o uso de predinisolona na dose de 1 a 2 mg/kg cada 12 ou 8 horas,
pode ajudar a reduzir a eritrofagocitose, mas € necessario fazer um apoio

nutricional com sonda oro ou nasogastrica.
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3. OBJETIVO
3.1. GERAL

Determinar a ocorréncia de Mycoplasma spp. em felinos domésticos da

cidade de Belém - Para.

3.2. ESPECIFICOS

- Determinar as espécies de Mycoplasma spp. que acometem felinos da cidade
de Belém-Para.

- Identificar grupos de risco para a infeccao por Mycoplasma spp.

- Comparar a eficiéncia diagnéstica das técnicas de esfregaco sanguineo e
reacdo em cadeia pela polimerase para o diagnostico de Mycoplasma spp.

- Relacionar alteracdes hematoldgicas dos animais estudados, com a infeccao

por Mycoplasma spp.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. COMITE DE ETICA

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Para (CEUA-CCBS-UEPA) tendo sido aprovado em
22/06/2012, sob o nimero de protocolo 06/12. (Apéndice 1).

4.2. LOCAL DE ESTUDO

O local escolhido para o estudo foi a cidade de Belém, capital do estado
do Para, que se localiza na regido norte do Brasil, com uma area de
aproximadamente 1. 059,406 kmz2.(IBGE, Censo 2010).

Com uma populacdo de 1.393.399 habitantes e maior densidade
demogréfica da regido norte com 1.315,27 hab/km?, (IBGE/2010), conta com
uma populacdo aproximada de 54.121 felinos (CCZ. 2012).

O relevo de Belém é de planicie, possui clima equatorial e € banhada
pelos rios Guama, Amazonas e Maguari, possui temperatura média de 25° C,
mas nos meses de julho a novembro as temperaturas podem atingir mais de
35° e o] indice pluviométrico e de 2889 mm/ano
(www.achetudoeregiao.com.br/pa/belem/localizacao.htm).

Os locais escolhidos para as coletas foram o Centro de Controle de
Zoonoses (CCZz-Belém), Projeto Vida Digna e Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural da Amazénia, todos situados na cidade de Belém
(Figura 5)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Habitante
http://pt.wikipedia.org/wiki/Instituto_Brasileiro_de_Geografia_e_Estat%C3%ADstica
http://pt.wikipedia.org/wiki/2010
http://www.achetudoeregiao.com.br/pa/belem/localizacao.htm
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Figura 5: Parte da area de Belém (Baldo) e
local aproximado das coletas, UFRA (estrelas

vermelha) e CCZ (estrela azul).
Fonte: Google Maps acesso em 02 de Janeiro de 2013

4.3. OS ANIMAIS

Foram incluidos no presente estudo 201 gatos domésticos, com idades
variadas, sem preferéncia de sexo ou raga. Estes animais foram divididos em 3
grupos. O grupo A foi composto por animais errantes recolhidos pelo Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) da Prefeitura Municipal de Belém; o grupo B foi
composto por animais clinicamente sadios que eram encaminhados a
castracao eletiva na Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA). O grupo
C foi composto por animais oriundos do atendimento clinico do Hospital
Veterinario da UFRA e que eram portadores de alguma afeccédo clinica. Os
animais foram escolhidos de forma aleatoria e as informacfes referentes aos

grupos experimentais estao dispostas na tabela 1.
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Tabela 1: Quantidade de animais estudados em funcdo do local de coleta e
sexo.

Grupo Machos Fémeas Total
A 48 53 101
B 11 51 62
C 09 29 38

Os animais componentes desse estudo foram identificados em ficha de
registro e seus proprietarios assinaram um termo de autorizacdo para a

inclusdo dos mesmos no projeto (Apéndices 2 e 3).

4.4. COLETA DO MATERIAL

A coleta de material ocorreu no periodo de setembro/2011 a abril / 2012
com todos os animais sendo submetidos a contencéo fisica, tendo seu vaso
garroteado por meio de pressdo manual e a veia puncionada para a coleta do
sangue. As puncdes foram realizadas nas veias cefélica ou femoral ou jugular,
utilizando-se um scalp n® 25 ou n°® 23 ou ainda agulha hipodérmica 25 x 7
acoplado a uma seringa de 5 ou 10 ml. Foram coletados em média 1,5 ml de
sangue por gato, que foi armazenado em frasco tipo Vacutainer® contendo
EDTA.

4.5. ESFREGACO SANGUINEO

Imediatamente apds a coleta do sangue, realizava-se a punc¢éo da ponta
da orelha para a confeccdo do esfregaco sanguineo. Realizava-se a
antissepsia do local e com auxilio de uma agulha hipodérmica 25 x 7 perfurava-
se a ponta da orelha com posterior pressao para saida do sangue e a gota
exteriorizada era colocada em lamina e o esfregacgo era confeccionado (Figuras
5-A,B,C,D).

Os esfregacos de ponta de orelha foram fixados com metanol por 3 a 5
minutos, corados com Panético Rapido®, e analisado no microscépio 6ptico em

objetiva de imerséo, para detecgao do parasita.
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C D

Figura 6: Perfuracdo da ponta da orelha com agulha hipodérmica 25 x 7 (A),
exteriorizacdo da gota de sangue ap0Os pressao no local da perfuragéo (B).
Transferéncia da gora para a lamina (C) e confeccao do esfregaco (D).

4.6. HEMOGRAMA

Os hemogramas foram realizados no Laboratério de Andlises Clinicas do
Hospital Veterinario da UFRA (LAC-HOVET-UFRA), em no méaximo 24 horas
apos a coleta, realizados de forma manual, segundo Garcia — Navarro (2005).

Para a contagem de leucocitos e hemacias utilizava-se 0,4 ml de
Solucédo de Turkey (Contagem de hemacias) e 4 ml de Solucdo de Gowen
(Contagem de Leucdcitos) em tubos de ensaio, em cada tubo era acrescido 20
ul de sangue. Uma quantidade desta mistura era retirada e colocada na camara
de Neubauer para contagem em microscopio 6ptico. Os resultados obtidos
foram multiplicados pelos fatores de diluicAo e expressos em numero de
células/pl de sangue.

A contagem diferencial dos leucocitos foi realizada em esfregaco
sanguineo corado com Pandtico Rapido (Renylab Quimica e Farmacéutica),
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contava-se 100 ceélulas, diferenciadas em neutrdéfilos, eosinofilos, basofilos,
mondcitos e linfocitos. Os resultados obtidos foram expressos em valores
relativos (%) e absolutos (células/ul de sangue). A contagem total de plaquetas
foi realizada também no esfregaco sanguineo por estimativa, onde se contava
cinco campos e apos, realizava-se a soma dos mesmos e o resultado obtido
era multiplicado por 20.000 obtendo-se finalmente o numero total de plaquetas.

.O hematdcrito (Ht) foi determinado utilizando-se tubos capilares que
foram preenchidos com sangue e centrifugados a 12.000 rpm /5 minutos e a
determinacao do Ht foi realizada em cartdo de leitura de microhematdcrito. Os
resultados do hematdcrito foram expressos em percentual.

A dosagem de hemoglobina foi realizada em aparelho de
espectrofotdmetro, e os resultados foram expressos em g/dL.

O Volume Globular Médio (VGM) e Concentracdo de Hemoglobina
Globular Média (CHGM) foram calculados a partir dos resultados obtidos para
hemécias, hemoglobina e hematécrito.

4.7. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

As PCRs foram realizadas no laboratério de Parasitologia Animal da
Universidade Federal do Para (LPA-UFPA - Campus de Castanhal).

As reacBes ocorreram em um termociclador Multigene Labnet® da Labnet
International. Inc e os produtos amplificados foram analisados por eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5 e 2% e corados com brometo de etidio (0,5
ug/ml). O comprimento dos produtos amplificados foi estimado utilizando-se um
padrdo de 100 pares de base (100 Base-Pair-Ladder - GE Healthcare) em cada
gel de corrida. A visualizagcdo dos produtos amplificados foi realizada em sistema
de fotodocumentacdo com transiluminador UV Quantum ST41000/26M.

Inicialmente foram extraidos os DNAs a partir de 250 yL do sangue
coletado, utilizando-se o kit de extracdo de DNA gendmico da Axygen
Biosciences ® seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

As solucdes de DNA foram armazenadas em aliquotas de 50 pL em
minitubos estéreis e livres de DNase's, identificadas e estocadas em freezers.

Na primeira PCR para deteccdo de Candidatus Mycoplasma
haemominutum utilizou-se os iniciadores 1183F (5-GCATAATGTGTC
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GCAATC - 3) e 1290R (5- GTTTCAACTAGTACTTTCTCCC -3) que
amplificam um produto de aproximadamente 180 pares de base do gene
16SrRNA, segundo Foley et al (1998). A temperatura de desnaturagéo foi de
94° C por 1 minuto, o anelamento ocorreu em 53° C por 1 minuto, extensdo a
72° por 1 minuto e extensao final a 72° por 10 minutos, em 35 ciclos com um
tempo final de 2 h e 22 minutos. O mix utilizado foi de 12,6 yL de agua, 2,5 pL
de tampéo, 1,5 pL de Cloreto de Magnésio (MgCl,), 1,0 uL de dntp 0,2 Mmol,
1,0 pL do par de primers diluidos a 20 pmol, 0.4 pL de Tag DNA polimerase
1000 U (Ludwig Biotec) e 5 uL de DNA totalizando uma solucéo final de 25 pL.
Para a deteccdo de Mycoplasma haemofelis utilizou-se os iniciadores
Hfelis-fl (8- GACTTTGGTTTCGGCCAAGG -3') e Hfelis-r3 (5-
CGAAGTACTATCATAATTATCCCTC-3’), os quais amplificam um produto de
400pb do gene 16srRNA segundo Dos Santos (2008). As reacBes ocorreram
com as seguintes condicfes: temperatura de desnaturacao inicial de 94°C em
45 segundos, anelamento a 54°C em 45 segundos, extensédo a 72°C por 1
minuto e extensao final a 72°C por 7 minutos em 40 ciclos; O mix utilizado para
esta reacdo foi de 12,6 puL de agua, 2,5 pL de tampéo, 1,5 puL de Cloreto de
Magnésio (MgCl2), 1,0 pL de dntp 3,0 Mmol, 1,0 pL do par de primers Hfelis fl e
Hfelis R3, 0.4 yuL de Taq DNA polimerase 1000 U (Ludwig Biotec) e 5 uL de

DNA totalizando uma solucao final de 25 pL.
4.8. ANALISE ESTATISTICA

A concordancia dos resultados obtidos nos exames de esfregaco
sanguineo e PCR foi avaliada através do indicador Kappa (k), conforme Andrade
& Zicker (1997) (Quadrol).

O Qui-Quadrado foi aplicado para analisar a influéncia do sexo e o
manejo, sobre a deteccdo do DNA de Mycoplasma spp. nos animais estudados,
de acordo com Serra- Freire (2002), com nivel de significancia de 5%.

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar a ocorréncia dos
hemoplasmas na populagédo através da PCR com um nivel de significancia de
5%.
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O risco relativo foi aplicado para avaliar a influéncia das caracteristicas
de cada grupo amostral em relacdo a presenca do DNA de Mycoplasma spp.
conforme Medronho (2006).

O teste t de Student foi empregado para comparar as diferencas entre as
meédias dos valores do hemograma dos animais positivos e negativos com nivel

de significancia de 5%.

Kappa Concordancia
<0,00 Nenhum
0,00 -0,20 Fraco
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81 - 0,99 Otima
1,00 Perfeita

Quadro 1: Escala de concordéancia do indicador Kappa (ANDRADE e ZICKER,
1997).



5. RESULTADOS

5.1. ESFREGACO SANGUINEO
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Do total de 201 amostras examinadas, 5,47 % (11/201) foram consideradas

positivas no esfregagco sanguineo (Figura 6), e a distribuicdo dessas amostras em

funcdo do grupo experimental e do sexo dos animais esté disposta na Tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia das amostras positivas no esfregaco sanguineo de

acordo com grupo experimental e sexo dos animais.

Grupo Sexo
_ Total
Experimental Macho Fémea
A 0(0/48) 5,66% (3/53) 2,97% (3/101)
B 0(0/11) 9,80% (5/51) 8,06% (5/62)
C 11,11%(1/9) 6,89% (2/29) 7,89% (3/38)
Total 1,47%(1/68) 7,51%(10/133) 5,47% (11/201)

Figura 7: Presenca de Mycoplasma spp. em esfregaco sanguineo de

gato. (Seta Preta).
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5.2. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE

Das 201 amostras testadas, em 9,45% (19/201) foi detectado DNA de
pelo menos um dos parasitos estudados.

Houve diferenca significativa quando se averiguou a influéncia do sexo
do animal sobre a infeccdo por Candidatus Mycoplasma haemominutum
através da deteccdo do DNA do parasito pela PCR (p= 0,002), sendo mais
frequente nos machos.

A distribuicdo das amostras em que foi detectado o DNA de Candidatus
Mycoplasma haemominutum esta disposta na tabela 3, e a figura 7 mostra os

produtos de PCR para o referido parasito apés eletroforese.

Tabela 3: Distribuicdo das amostras positivas para Candidatus Mycoplasma

haemominutum de acordo com grupo experimental e sexo dos animais.

Grupo Sexo
_ Total
Experimental Macho Fémea
A 22,91% (11/48) 5,66% (3/53) 13,869% ° (14/101)
B 0 1,96% (1/51) 1,61%° (1/62)
C 0 3,44% (1/29) 2,63% 9 (1/38)
Total 16,17%° (11/68) 3,75%" (5/133) 7,96% (16/201)

¢ Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa.
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10 11 12 13 14 C- NO

Figura 8: Gel de agarose 2% corado com Brometo de etidio, os
amplicons com 180 pb mostrados na foto sdo de DNA de Candidatus
Mycoplasma haemominutum. Onde M: Marcador molecular de 100 pb;
C+: Controle positivo; 1-9 amostras teste, sendo a amostra 7negativa, 8-
10 amostras positivas, 11-14 amostras negativas, 15-C-, 16- NO.

O DNA de Mycoplasma haemofelis foi detectado em 1,49% (3/201) dos
animais, sendo dois animais pertencentes ao grupo A e um ao grupo C, nao
havendo diferenca estatistica significante entre os grupos (p= 0,813). Também
ndo se observou diferenca estatistica significante entre o sexo dos animais nos
quais se detectaram o DNA de Mycoplasma haemofelis (p=0,225). A distribuicdo
dessas amostras em funcdo do grupo experimental e do sexo dos animais esta
disposta na tabela 4. A figura 8 mostra os produtos de PCR para Mycoplasma
haemofelis apds eletroforese.
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Tabela 4: Distribuicdo das amostras positivas para Mycoplasma haemofelis de

acordo com grupo experimental e sexo dos animais.

Grupo Sexo
: Total
Experimental Macho Fémea
A 2,08%(1/48) 1,88% (1/53) 1,98% ? (2/101)
B 0 0 0
C 11,11% (1/9) 0 2,63% ? (1/38)
Total 2,94% (2/68) 0,75% (1/133) 1,49% (3/201)

e Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa.

8 9 10 11 12 13 14 C- NO

Figura 9: Gel de agarose 1,5% corado com Brometo de etidio, 0
amplicom com 400 pb mostrados na foto sdo de DNA de
Mycoplasma haemofelis. Onde M: Marcador molecular de 100
pares de base, po¢co 1 com controle positivo e pocos de 2-14 com
amostras negativas, 15- C-, 16- NO.
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Comparando-se a ocorréncia dos hemoparasitos estudados, identificou-se
gue Candidatus Mycoplasma haemominutum foi mais frequente que Mycoplasma
haemofelis (p=0,036).

O teste do indicador Kappa mostrou ndo haver concordancia entre os
resultados observados nos métodos de esfregaco sanguineo e PCR aplicados na
presente pesquisa (K= -0,47368), pois somente uma amostra foi positiva em
ambos os exames.

O risco relativo mostrou que as chances de se detectar o DNA de
Candidatus Mycoplasma haemominutum nos animais pertencentes ao grupo A do
presente estudo foram 8,59 e 5,26 vezes maiores do que nos animais dos grupos
B e C, respectivamente.

5.3. ALTERACOES HEMATOLOGICAS

Nos animais considerados positivos, independente da técnica, foram
detectadas diferentes alteracbes hematoldgicas. A descricdo das alteracfes
hematoldgicas dos animais considerados positivos no exame de esfregaco
sanguineo estd disposta na tabela 5. Ja as alteracdes hematol6égicas dos
animais nos quais foram detectados o DNA de Candidatus Mycoplasma
haemominutum e Mycoplasma haemofelis estdo dispostos nas tabelas 6 e 7,

respectivamente.
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Tabela 5: Descricdo das alteracbes hematoldgicas dos animais considerados

positivos no exame parasitologico em fungdo do sexo e do grupo experimental.

Identificacéo Hemograma Sexo Grupo
do Animal Experimental
21 Anemia macrocitica F A
hipocromica.
Leucocitose com

neutrofilia e

eosinofilia
22 Leucocitose com F A

neutrofilia e

eosinofilia
29 NDN F A
94 NDN F B
126 NDN F B
139 Anemia macrocitica F B

normocromica,
trombocitopenia e

leucopenia
170 NDN F B
01 Trombocitopenia F B
190 NDN F C
193 Anemia normocitica M C

hipocromica e
trombocitopenia

33 Trombocitopenia F C

NDN- Nada Digno de Nota
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Tabela 6: Descricdo das alteracbes hematologicas dos animais positivos na

PCR para Candidatus Mycoplasma haemominutum em funcéo do sexo e grupo

experimental.

Identificacéo Hemograma Sexo Grupo
do Animal Experimental

15 Leucocitose com neutrofilia M A
e eosinofilia

18 NDN M A

23 Anemia macrocitica M A
hipocromica

37 Anemia macrocitica F A
hipocromica

39 Leucocitose com neutrofilia M A

44 Macroplaquetas M A

53 Trombocitopenia M A

55 Aumento de hb e VG M A

58 Aumento de hb e VG M A

Diminuicéo de plaquetas
72 Trombocitose F A
77 Leucocitose e M A
trombocitopenia

120 Leucocitose com neutrofilia M A

140 Leucocitose com neutrofilia M A
e eosinofilia

146 Leucocitose com eosinofilia, F A

monocitose e neutrofilia
47 NDN F C
128 Trombocitopenia F B

NDN — Nada digno de nota
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Tabela 7. Descricdo das alteracbes hematologicas dos animais positivos na

PCR para Mycoplasma haemofelis em funcédo do sexo e grupo amostral.

Identifiga(;éo Hemograma Sexo Grypo
do Animal Experimental

30 Leucocitose com F A
neutrofilia e eosinofilia

86 Anemia Macrocitica M A

hipocrémica,
Leucocitose com

monocitose e neutrofilia

193 Anemia macrocitica M C

hipocromica
trombocitopenia

O teste T de Student mostrou significancia estatistica apenas quando
comparou os valores médios dos eritrocitos (p=0,005), volume globular
(p=0,001) e hemoglobina (p= 0,001) dos animais em que se detectou o DNA de
Mycoplasma haemofelis, quando comparados aos mesmos parametros de
animais negativos.
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6. DISCUSSAO

Proporcionalmente ao numero de felinos domésticos no Brasil, existem
poucos trabalhos investigando os diferentes aspectos da infeccdo por
Mycoplasma spp. em gatos realizados no pais, principalmente utilizando
ferramentas de biologia molecular. Essa escassez se torna mais evidente
quando se pesquisa trabalhos dessa natureza realizados na regido norte
(BIONDO et al., 2009).

Embora hemoplasmas sejam frequentemente detectados em laminas de
sangue de gatos no Brasil, os trabalhos que investigam a ocorréncia desses
agentes apontam a PCR como método de eleicdo para o diagndstico direto do
parasito, em virtude da maior sensibilidade e especificidade quando comparado
ao esfregaco sanguineo (SYKES, 2003), podendo revelar infeccbes criticas,
comuns em estudos epidemioldgicos onde os animais sédo selecionados de
forma randémica conforme o observado por Foley et al., (1998).

As trés espécies de hemoplasmas de felinos atualmente reconhecidas,
ja foram diagnosticadas no Brasil, contudo, Candidatus Mycoplasma
haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis foram detectadas apenas
através de ferramentas moleculares (MORAES et al., 2007; SANTOS, 2008;
BIONDO et al., 2009).

A maior sensibilidade da PCR ocorre em virtude das dimensotes
diminutas de Candidatus Mycoplasma haemominutum e Candidatus
Mycoplasma turicensis (FOLEY & PEDERSEN, 2001; WILLI et al., 2011). Até
mesmo Mycoplasma haemofelis, que € maior que as duas espécies citadas
anteriormente, é de dificil diagndstico através da microscopia Optica,
principalmente em animais sem sinais clinicos, devido ocorrerem em baixa
parasitemia, além do fato de poderem ser facilmente confundidos com artefatos
ou detritos celulares, o que provavelmente ocorreu no presente estudo, pois
nao houve concordancia alguma entre os resultados do esfregaco sanguineo e
das PCRs.

Baseado nesses fatos buscou-se utilizar no presente estudo, além do
esfregaco sanguineo, a técnica molecular, pois com o emprego de ferramentas
de diagnéstico molecular aumenta-se a acuracia da observacdo, o que € de

grande interesse em estudos de cunho epidemioldgico (SANTOS, 2008).
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A partir desses preceitos, a taxa de infeccdo por hemoplasmas no
presente estudo (9,45%) esta de acordo com o reportado por Souza e Almosny
(2002), que citaram que a ocorréncia deste parasito na populacdo felina é
estimada entre 4,9 a 23,3%. Entretanto estes resultados sdo menores que as
taxas observadas em estudos moleculares realizados em outras capitais do
Brasil como: 21,3% em Porto Alegre (SANTOS et al., 2008), 12,1% no Rio de
Janeiro (MACIEIRA et al., 2009); 14,5% em S&o Luis (BRAGA et al., 2012).
Essa diferenca aumenta quando se comparam o indice de infeccdo observado
no presente estudo através da PCR, com os reportados por Mendes-de-
Almeida (2004) que detectou 38% de amostras positivas de gatos no Rio de
Janeiro, e Miranda (2008) que encontrou um indice de amostras positivas de
26,6% de felinos do municipio de Belém, ambos através do esfregaco
sanguineo.

A andlise comparativa entre as taxas de infeccdo por Candidatus
Mycoplasma haemominutum e os diferentes grupos amostrais, que identificou o
maior nimero de animais positivos no grupo A, indica que o comportamento
errante ou 0 manejo dos animais no CCZ, caracterizado pelo confinamento de
varios animais em uma mesma gaiola, sédo fatores de risco para essa infec¢ao.

Sykes (2003) relatou que a infecgdo nos machos foi 2,5 vezes maior que
nas fémeas em um estudo com 374 gatos, semelhante ao observado na
presente pesquisa fundamentando a informacao da literatura de que felinos
machos estdo mais expostos devido a habitos de deambulacéo e brigas.

Apesar de se ter observado diferenca significativa entre as taxas de
infecgdo por Mycoplasma haemofelis em fungéo dos grupos amostrais, ndo se
pbde realizar a andlise de risco em funcdo do pequeno nimero de amostras
reagentes. Desse modo, também se deve encarar essa diferenga com cautela,
sem determinar um grupo de risco para essa infecgao.

A analise comparativa da ocorréncia dos hemoparasitos estudados
demonstrou uma maior ocorréncia de Candidatus M. haemominutum em
comparacao com Mycoplasma haemofelis (p=0,0036). Estudos realizados no
Brasil, e que utilizaram a PCR como ferramenta diagnostica, também
demonstrou a mesma tendéncia (DOS SANTOS, 2008; BRAGA, 2010;
BARTOLI et al., 2012).



50

Esse fato pode se dar pela diferenca de patogenicidade entre esses
agentes, sendo Candidatus M. haemominutum menos patogénico, portanto é
mais bem sucedido no estabelecimento do equilibrio da relacdo parasito-
hospedeiro, conseguindo manter a infeccdo sem desencadear doenca grave,
fato que € mais associado ao parasitismo por M. haemofelis (SYKES, 2010).
Desse modo, 0s animais parasitados por essa bactéria necessitam estabelecer
baixos niveis de parasitemia para continuarem vivos. Essa teoria também
encontra fundamento na comparacdo dos parametros hematoldgicos
observados nos animais infectados pelos hemoplasmas estudados.

Alteragdes no eritrograma como anemia, diminuigdo do volume globular
e trombocitopenia (MORAES et al., 2007), e alteragbes no leucograma como
leucocitose sdo considerados achados comuns nos quadros de hemoplasmose
felina (FOLEY et al., 1998; SYKES, 2010; GRACE, 2011).

A diferenca dos valores médios dos parametros hematoldgicos
observados foi encontrada apenas nos padrées hematoldgicos dos animais nos
quais foi detectado o DNA de M. haemofelis, contudo, apesar do teste t ter
aceitado a amostragem e indicado diferenca significativa nos valores médios
dos eritrécitos (p=0,005), volume globular (p=0,001) e hemoglobina (p=0,005),
deve-se fazer a ressalva de que se identificaram apenas trés amostras
positivas para esse hemoparasito no presente estudo. Segundo Souza e
Almosny (2002), gatos inoculados com M.haemofelis mostram alteragdes do
Ht, Hb e hematimetria durante o periodo em que o0s parasitas aparecem nos
eritrocitos.

Em virtude do exposto anteriormente, a anemia infecciosa felina deve
entrar na lista de enfermidades a ser considerada pelos clinicos nos casos de
alteracdes nos parametros do eritrograma ou em situacdes que podem levar os
gatos a imunossupressao, como infecgdes por alguns retrovirus (MACIEIRA,
2008), visto que os agentes etioldgicos dessa enfermidade infectam os animais

da regido metropolitana de Belém.
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7. CONCLUSOES

A partir da analise critica dos resultados, foi possivel chegar as seguintes
conclusdes:
- Mycoplasma spp. circula entre os gatos domeésticos da regido metropolitana
de Belém, sendo Candidatus Mycoplasma haemominutum mais frequente que
Mycoplasma haemofelis.
- Gatos machos e mantidos no CCZ formam um grupo de risco para a infeccao
por Candidatus Mycoplasma haemominutum.
- O esfregaco sanguineo mostrou ser um método diagndstico inapropriado para
ser empregado em estudos epidemiolégicos de Mycoplasma spp.
- Apenas a infeccdo por Mycoplasma haemofelis influenciou nos parametros

hematoldgicos dos animais.
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ANEXOS

Anexo 1: Quadro de valores de referéncia para hemograma felino.

Felinos
Eritrécito( x 10% 5.0 — 10.0
Hemoglobina (g/dl) 8.0- 15.0
VG (%) 24 — 45
VGM (fl) 39 -55
CHCM (%) 31-35
Leucdcitos totais 5.500 — 19.500
Bastonete uL/% 0-300
0-3
Neutrofilo uL/% 2.500 — 12.500
35-75
Linfocito uL/% 1.500- 7.000
25-55
Eosinofilo puL/% 0-1.500
2-12
Mondcito pL/% 0 -850
1-4
Basofilo pL/% Raros
Plaqueta (x10°) 300 — 800

Fonte: Adaptado Schalm, 2000.
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APENDICE

Apéndice 1: Certificacdo do Comité de Etica.
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Apéndice 2: Ficha de identificacdo para coleta de material.

Universidade Federal do Para
Programa de Pds Graduacao em Saude Animal na Amazénia
Orientador: Prof. Dr. Gustavo Goes Cavalcante
Aluna: Sinerey Karla Salim Aragdo de Sousa
Tema: Pesquisa de Mycoplasma haemofelis em felinos da regido metropolitana de Belém-Para

FICHA DE IDENTIFICAGAO PARA COLETA DE MATERIAL

ECTOPARASITAS: PULGAS ( ) CARRAPATOS ( ) OUTROS ( )
MATERIAL:

DATA DA COLETA:................ Lo Lo
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Apéndice 3: Termo de autorizacdo para inclusdo do animal na pesquisa.

Universidade Federal do Para
Programa de Pé6s Graduagéo em Salde Animal na Amazénia
Orientador: Prof. Dr. Gustavo Gées Cavalcante
Aluna: Sinerey Karla Salim Aragdo de Sousa
Tema: Pesquisa de Mycoplasma haemofelis em felinos da regido metropolitana de Belém-Para

TERMO DE AUTORIZACAO

Autorizo a coleta de sangue do animal de minha propriedade acima identificado para compor
amostra do projeto “Ocorréncia de Mycoplasma haemofelis em felinos domésticos da regido

metropolitana de Belém- Para”.

Belém, ................. Lo, [,



Apéndice 4: Tabelas de andlises estatisticas.
- Teste t

Tabela 1: Teste t entre os valores hematoldgicos e 0s animais positivos na
PCR.

Eritrécito VG Plaguetas Hb Leucdcito
Total

CMHXNEG | 0,821 0,099 0,784 0,807 0,305

MHXNEG 0,005 0,001 0,134 0,001 0,345

Mostrou alteracao em Eritrocito, VG e Hb dos animais afetados por Mycoplasma haemofelis.

- Indice Kappa

Tabela 2: Indice Kappa entre os Métodos parasitologicos e PCR

P N TOTAL
P 1 18 19
N 10 172 182
TOTAL 11 190 201

Kappa = -0,473 N&o ha concordancia entre os métodos.
- Risco Relativo

Tabela 03: Risco Relativo entre grupos A e B para C.M. haemominutum

+ - Total
A 14 87 101
B 1 61 62
Total 15 148 163

RR = 8,59 entre os grupos Ae B

Tabela 04: Risco Relativo entre grupos A e C para C.M. haemominutum

+ - Total
A 14 87 101
C 1 37 38
Total 15 124 139

RR = 5,26 entre grupos Ae C

Tabela 05: Risco Relativo entre grupos A e C para C.M. haemominutum

+ - Total
C 1 37 38
B 1 61 62
Total 2 98 100

RR = 1,63 entre os grupos CeB

Tabela 06: Risco Relativo entre os grupos C e B para M. haemofelis
+ - Total
C 1 37 38
B 0 62 62
Total 1 99 100
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RR=0

Tabela 07: Risco Relativo entre os grupos A e C para M. haemofelis

+ - Total

A 2 99 101
C 1 37 38
Total 3 136 139

RR= Deu zero inverte 0s grupos

Tabela 08: Risco Relativo entre os grupos C e A para M. haemofelis

+ - Total

C 1 37 38
A 2 99 101
Total 3 136 139

RR = 1,32 do Hovet ter Mhf que CCZ

Tabela 09: Risco Relativo entre os grupos A e B para M. haemofelis

+ - Total

A 2 99 101
B 0 62 62
Total 2 161 163

RR= 0. N&o ha relagédo

- Qui quadrado

Tabela 10: Qui quadrado para prevaléncia entre machos e fémeas com
Candidatus Mycoplasma haemominutum.

Positivos Negativos Total
M 11 57 68
F 5 128 133
Total 16 185 201

p= 0,002 (Machos séo mais prevalentes quer as fémeas)

Tabela 11: Qui quadrado para prevaléncia entre machos e fémeas com
Mycoplasma haemofelis.

Positivos Negativos Total
M 2 66 68
F 1 132 133
Total 3 198 201

P= 0,225 (N&o houve prevaléncia entre machos e fémeas com Mycoplasma haemofelis)

Tabela 12, 13 e 14: Qui quadrado para prevaléncia entre 0s grupos com
Mycoplasma haemofelis.

Tabela 12

PositivosMHF Negativos MHF Total MeF
A 2 99 101 68
C 1 37 38 133
Total 3 136 139 201

p=0,813
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Tabelal3
PositivosMHF Negativos MHF Total MeF
A 2 99 101 68
B 0 62 62 133
Total 2 161 163 201
P=0,0009
Houve significancia entre os grupos A/B
Tabela 14
PositivosMHF Negativos MHF Total MeF
B 0 62 62 68
C 1 38 39 133
Total 1 100 101 201
p=0,237
N&o houve significancia entre os grupos B/C.
Tabela 15: Qui quadrado para prevaléncia entre os grupos com C. M.
haemominutum.
Positivos Negativos Total MeF
A 11 57 68 68
C 5 128 133 133
Total 16 185 201 201
P=0.002
Positivos Negativos Total MeF
B 11 57 68 68
C 5 128 133 133
Total 16 185 201 201
p=0,002

Positivos CMH  Negativos CMH Total M eF

A 14 87 101 68
C 1 37 38 133
Total 15 124 139 201

P=0,05.



Apéndice 5: Tabela de valores hematologicos dos animais do experimento.
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEM]_A(‘)%:IA X HB gdl VG % VCM fl CI—0|/(03M PLArr?r:]J?IJETA LEUC):(’ I(?TAL
B 524/11 VD NEGA 8.72 15 45 54 33.3 112 6,950
509 /11 VD M,
2 B NEGRA 9.81 12.99 45 49.9 26.5 172 11,600
3 B 510/11 VD OLIVIA 8.47 12.95 46 54.3 28.15 324 12,400
4 B 530/ 11 DOCINHO 8.55 14.6 44 51.46 33.18 312 10,050
5 B 470/11 VD GIGI 7.35 11.6 24 15.78 48.33 312 14,550
6 B 450/11 VD TOFU 6.08 14 42 69.08 33.33 692 15,900
7 B 453 /11 NINA 9.79 15.6 47 48 33.19 276 11,900
673/11VD
8 B PRETINHA 7.03 11.6 35 49.03 33.14 100 13,800
483/11VD/

9 B BOLINHA 7.47 11.6 35 46.85 33.14 492 11,500
10 B 531/11 FLORZINHA 7.84 19.67 59 75.25 33.33 504 16,200
11 A CCZ01DE 17/11 3.15 9.67 29 92.06 30.69 740 22,700
12 A CCZ02DE17/11 6.44 11 33 51.24 33.33 424 21,900
13 A CCZ03DE17/11 6.44 9.67 29 45.03 33.34 632 19,700
14 A CCZ 04 DE 17/11 6.23 11 33 52.96 33.33 436 29,600
15 A CCZ 05 DE 17/11 5.19 10 30 57.8 33.33 624 27,500
16 A CCZ01DEO7/12 5.84 11 33 56.5 33.33 496 19,600
17 A CCZ02DEO07/12 7.21 14.33 43 59.63 33.32 520 14,000
18 A CCZ03DEO07/12 8.35 14.33 43 51.4 33.32 460 17,300
19 A CCZ04 DEO7/12 7.24 12 36 49.72 33.33 320 20,700
20 A CCZ05DE07/12 4.98 12.33 37 74.29 33.32 740 21,600
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x10 HBg/dl VG % VCM fl CI—0|/(03M PLArr?r:]J:ETA LEUC):(’ iI'éDTAL
21 A CCZ 01 DE 09/12 4.39 5.55 28 63.7 19.82 468 21,300
22 A CCZ02DE09/12 7.34 14.07 31 42.33 45.38 676 27,000
23 A CCZ0O3 DE09/12 4.44 9.17 30 67.56 30.56 720 15,200
24 A CCZ04DEO09/12 8.03 10.11 34 42.3 29.73 944 24,300
26 A CCZ 01 DE 14/12 5.86 11 33 56.31 33.33 320 16,500
28 A CCZ03DE14/12 9.13 15 45 49.28 33.33 344 13,800
29 A CCZ04DE14/12 7.41 11 33 44.53 33.33 424 13,900
30 A CCZ05DE 14/12 7.05 11.33 34 48.23 34.33 332 26,600
31 C UFRA 01 4.8 9.33 28 58.33 33.21 252 51,600
32 C UFRA 02 7.84 9.33 28 35.71 33.21 100 37,200
33 C FC 12911 MIMI 6.51 9.3 28 43.01 33.21 260 17,100
34 A CCZ04 DE10/01 6.42 6.67 31 48.2 21.33 556 22,400
35 A CCZ05DE 10/01 6.62 12.23 38 57.4 32.2 324 15,400
36 A CCZ01DE16/01 7.81 7.18 33 42.25 21.75 412 17,400
37 A CCZ02DE 16/01 4.07 7.08 27 66.34 26.22 604 12,700
38 A CCZ03DE 16/01 5.29 8.74 33 62.38 26.48 432 15,600
39 A CCZ04 DE 16/01 7.92 9.61 41 51.77 23.44 620 20,500
40 A CCZ06 DE 16/01 3.33 7.12 27 81.08 26.37 404 10,000
41 A CCZ01DE17/01 5.8 10.7 30 51.72 35.67 440 11,600
42 A CCZ02DE 17/01 6.78 14.04 38 56.05 36.95 524 21,700
43 A CCZ03DE 17/01 4.97 10.95 28 56.34 39.1 620 38,400
44 A CCZ04DE 17/01 7.28 14.23 44 60.44 32.34 428 9,900
45 A CCZ05DE 17/01 6.65 13.42 37 55.64 36.27 1,004,000 48,700
46 A CCZ06 DE 17/01 5.09 11.17 27 53.04 41.37 360 32,400
47 C FC 12977 PRETINHA 7.77 11 41 52.76 26.82 540 8,750
48 A CCZ01DE19/01 6.37 11.92 36 56.51 33.11 592 40,300
49 A CCZ 02 DE 19/01 5.93 10.55 37 62.39 28.51 580 15,600
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x10 HBg/dl VG % VCM fl CI-0|/(03M PLArr?r;J?I)ETA LEUC):(’ I(?TAL
50 A CCZ03DE19/01 6.96 10.17 34 48.85 29.91 360 10,900
51 A CCZ01DE24/01 8.39 25.09 53 63.17 47.33 116 19,100
52 A CCZ02DE 24/01 4.63 17.04 39 84.23 43.7 172 8,900
53 A CCZ03DE24/01 9.54 16.69 49 51.36 34.06 76 15,200
54 A CCZ04 DE 24/01 8.21 16.41 45 54.81 36.46 220 12,900
55 A CCZ05DE 24/01 8.47 16.22 47 55.48 34.51 204 6,600
56 B 561/11 VD 9.49 12.45 46 48.47 27.06 372 9,400

FREDERICO ’
57 A CCZ 01 DE 25/01 6.58 14.41 50 75.99 28.82 144 13,000
58 A CCZ 02 DE 25/01 7.02 15.07 48 68.37 31.4 78 11,900
59 A CCZ03DE 25/01 6.27 21.28 45 71.77 47.28 176 18,900
60 A CCZ 04 DE 25/ 01 8.93 13.95 50 55.99 27.9 8 13,900
62 A CCZ 06 DE 25/01 7.72 8.95 23 29.8 38.91 184 19,300
63 A CCZ01DE 26/01 7.18 10.33 36 50.14 28.69 204 13,000
64 A CCZ 02 DE 26/01 8.46 13.3 43 50.83 30.93 356 17,200
65 A CCZ 03 DE 26/01 7.98 9.36 31 38.85 30.19 340 9,000
66 A CCZ 04 DE 26/01 4.07 9.92 33 81.08 30.06 216 14,900
67 A CCZ05DE 26/01 4.92 9.27 30 60.98 30.9 280 11,000
68 A CCZ01DE30/01 5.37 7.86 26 48.42 30.23 200 11,400
69 A CCZ02DE 30/01 7.17 12.33 37 51.6 33.32 208 9,400
70 A CCZ03DE 30/01 3.87 11.79 32 82.68 36.84 312 8,600
71 A CCZ04 DE 30/01 12.48 11.76 37 29.65 31.78 216 7,500
72 A CCZ05DE 30/01 5.36 10.29 30 55.97 34.3 1,028 7,000
73 C FC 13080 PRINCESA 5.34 12 36 67.41 33.33 420 8,500
74 B 620 /11 VD MIMI 4.58 18.1 44 96.06 41.14 352 4,750
75 B 580/11 VD CLARK 5.54 16.13 42 75.81 38.4 256 8,500
76 A CCZ 01 DE 01/02 5 9.26 30 60 30.86 344 10,400
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x10 HBg/dl VG % VCM fl CI—0|/(03M PLArr?r:]J?IJETA LEUC):(’ IC?TAL
78 A CCZ 03 DE 01/02 8.56 10.67 30 35.04 35.56 252 17,300
79 A CCZ 04 DE 01/02 6.39 10.39 32 50.07 32.46 320 30,300
80 A CCZ 05 DE 01/02 5.7 9.89 35 61.4 28.25 430 23,750
81 C FC 13106 LILA 4.83 8.95 28 57.97 31.96 616 22,100
82 B 634/11 VD LUANA 6.76 10.89 38 56.21 28.65 524 1,800
83 B 574 /11 VD LEON 9.8 13.26 45 45.29 29.47 332 13,700
84 B 498/11 VD MILORDE 6.68 14.41 45 67.37 32.02 328 6,050
85 A CCZ01DE02/02 5.93 11.23 27 45.53 41.59 568 43,100
86 A CCZ 02 DE 01/02 7.49 12.42 39 52.06 31.86 160 34,250
86 A CCZ 02 DE 02/02 2.01 3.02 17 84.57 17.76 236 19,800
87 B ONCINHA / MARCIA 11.58 9 37 31.95 24.32 300 7,500
88 A TIGRADA / MARCIA 8.43 8.96 39 46.26 22.97 384 5,600
89 A NEGAO/MARCIA 6.86 6.71 24 34.98 27.95 352 15,900
90 B 512/11 VD FRAJOLA 7.05 14.3 43 60.99 33.25 364 20,300
91 B 442/11 VD MIA 8.32 10.58 35 42.06 30.22 492 12,300
92 B 705/11 VD NANI 5.17 11.89 35 67.69 33.97 512 10,300
93 B 380/11 VD MENINA 4.97 13.3 40 80.48 33.25 264 7,251
94 B 511/11 VD YASMIN 6.75 14 42 62.22 33.33 340 11,000
96 A CCZ 02 DE 07 /02 7.5 10.33 34 45.33 30.38 276 11,050
97 A CCZ 03 DE 07 /02 6.35 14.63 35 55.11 41.8 252 7,300
98 A CCZ01 DE 07 /02 5.91 15.6 37 62.6 42.16 368 14,600
98 A CCZ 04 DE 07 /02 5.38 13.29 35 65.05 37.97 360 7,300
99 B 731/11VD MIA 6.74 13.3 40 59.37 33.25 196 10,200
100 B 810/11 VD 6.37 10.67 33 51.8 32.33 264 10,100

DANDARA ’
101 B 698 /11 VD 6.35 14.3 43 67.71 33.25 216 14,700

PENELOPE
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x 10 HBg/dl VG % VCM i CHCM PLAQUETA ~ LEUC, TOTAL
% mm3 x 10
672/11VD
102 B PEDRITA 6.29 13.51 37 58.82 36.51 372 16,200
103 B 482 / 11 VD LALINHA 5.95 13.57 30 50.42 42.23 684 4,700
104 B 513/11 VD FILO 7.02 13.7 40 55.17 34.25 388 18,700
105 B 514/11 VD MARIA 7.51 12.71 30 39.94 40.56 312 11,200
106 A CCZz 01 DE 13/02 4.29 16.41 29 67.59 56.58 216 13,800
107 A CCZz 02 DE 13/02 3.4 9.61 25 73.52 38.44 316 18,700
108 A CCZ 03 DE 13/02 5.86 7.24 24 33.14 30.16 324 13,300
109 A CCZ 04 DE 13/02 8.74 9.05 37 42.33 24.45 296 13,600
110 A CCZzZ 05 DE 13/02 4.24 12.67 32 74.94 39.59 304 8,300
111 C FC 13207 RONALD 6.68 16.82 60 89.82 28.03 296 25,700
112 C FC 10267 POMPOM 6.3 9.64 38 60.31 25.36 412 4,200
113 B 578 /11 VD LAYON 6.07 11.66 35 57.66 33.31 484 7,900
114 B 687 /11 VD PANDA 5.34 11.29 40 74.9 28.25 1,052 4,600
115 B 676 /11 VD FIONA 5.82 12.45 36 61.81 34.58 560 13,200
675/11 VD
116 B PANDORA 6.5 14.41 41 60.07 35.14 492 2,700
117 A CCz 0(1155 28/02 6.81 13.85 33 48.45 41.96 504 18,300
CCZ 02 DE
118 A 28/02(2TIG) 4.89 12.45 38 7.7 32.76 420 15,150
119 A cCz 0(255 28/02 6.66 13.42 37 55.55 38.27 420 6,100
120 A CCZ 01 DE 29/02 6.22 14.6 44 70.73 33.18 627 51,000
121 A CCZ 02 DE 29/02 5.65 10.33 31 54.86 33.32 524 12,100
122 A CCZ 03 DE 29/02 5.12 9.33 28 54.68 33.32 272 13,500
123 A CCZ 04 DE 29 /02 6.78 13.85 30 44.11 46.16 264 28,270
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x10 HBg/dl VG % VCM fl CI—0|/(03M PLArr?r:]J:ETA LEUC):(’ il'é)TAL
124 A CCZ05DE 29/02 9.18 13.33 40 43.57 33.32 356 17,900
126 B 626 /11 VD MAGALI 7.58 9.79 34 44.85 28.79 352 5,500
127 B 638/11 VD SHAOLIN 7.96 13.33 40 50.25 33.32 376 17,900
128 B 627/11 VD JUNINHA 7.68 10.45 40 52.08 26.12 164 9,700

CCZ01DEO5/
129 A 03(1TIG) 4.53 9.08 33 72.84 27.51 556 7,400
CCZ02DEO05/
130 A 03(2PB) 5.23 6.68 28 53.53 23.85 480 8,800
131 A CCZOOS‘?ESEI):’I; 05/ 5.81 9.86 25 43.02 39.44 472 8,500
CCZ05DEO05/
133 A 03(5TIG) 5.82 10.42 35 60.13 29.77 528 3,900
CCZ 06 DE 05/
134 A 03(6PB) 8.56 9.61 30 35.04 32.03 528 8,900
CCZ 04 DE
134 A 05/03(6PB) 2.79 8.86 27 96.77 32.81 464 5,900
CCz 07 DEO5/
135 A 03(7BEGE) 4.54 8.99 27 59.47 33.29 516 5,500
136 A CC20038(8[|)3I§ 05/ 2.94 7.86 26 88.43 30.23 320 3,100
138 B 642 /11 VD LILICA 7.54 9.92 32 42.44 31 752 16,100
139 B 584/11 VD PRENHA 4.09 11.7 38 92.9 30.78 248 2,700
140 A CCzZ 01 DE 07/03 8.07 11.7 29 35.93 40.34 360 38,500
141 A CCZ 02 DE 07/03 5.85 11.61 25 42.73 46.44 488 30,700
142 A CCZ 03 DE07/03 5.25 10.98 27 51.42 40.66 332 15,600
143 A CCZ 04 DE 0O7/03 4.95 14.25 29 58.58 49.82 332 21,400
144 A CCZ05DE 07/03 7.38 12.67 25 33.87 50.68 580 13,800
145 A CCZ 06 DE 07 /03 6.15 12.92 38 61.78 34 448 4,400
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x10 HB g/dl VG % VCM fl CI—0|/(03M PLArr?r;J?I)ETA LEUC):(’ il'é)TAL
146 A CCZ 07 DE 07 /03 5.55 11.92 24 43.24 49.66 500 20,400
147 A CCZ 08 DE 07 /03 6.64 10.36 27 40.66 38.37 468 12,200
690/11 VD

148 B PENNYLANE 8.72 10.77 34 38.99 31.67 368 7,200

149 B 691 /11 VD SHANTI 7.53 11.42 40 53.12 28.55 556 7,200

150 B 647/11 VD NATHALY 6.8 12.67 38 55.88 33.34 184 4,600

151 B 599/11 PIPOCA 7.18 13.66 41 57.1 33.31 500 6,900

152 B 699/11 VD MIETHY 6.42 13.33 40 62.3 33.32 188 9,300

153 C FC 13435 JADE 8.98 9 27 30.06 33.33 844 8,600

155 B 692/11 VD BRANQUI 8.49 12.66 38 44.75 33.31 548 9,300

156 B 484/11 VD PIMENTA 8.1 10.66 32 39.5 33.31 500 5,900
607/11 VD

157 B PRETINHA 5.32 11 33 62.03 33.33 536 8,400
CCZ 01 DE

158 A 15/03=14/03 4.99 9 27 54.1 33.33 204 29,000
CCZ 02 DE

159 A 15/03(14/3) 4.24 10 30 70.75 33.33 304 20,900

160 A ccz 0(:3_55 15/03 5.05 10.33 31 61.38 33.32 152 13,900
677/11 VD

161 B DENGOSA 9.51 13.33 40 42.06 33.3 264 32,600

162 B 678/11 VD SOZINHA 8.22 12.66 38 46.22 33.31 424 12,500
326/11VD

163 B BISCOITO 6.18 13.33 40 64.72 33.32 362 6,300

164 B 649/11 VD P,NEGRA 6.64 14 42 63.25 33.33 320 3,300

165 B 740/11 VD RAJADIN 6.35 11.33 34 50.74 33.32 240 6,700

166 B 328 /11 VD GATUSO 7.49 12.33 37 49.39 33.32 280 7,700
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AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x 10 HBg/dl VG % VCM i C';'/CM PLAQUETA  LEUC, TOTAL
() mm3 x 10
739/11VD
167 B AMARELIN 7 10.83 325 46.42 33.32 460 7,500
168 B 722/11 8.75 13.33 40 45.71 33.32 520 8,100
MOLEKA(PIPOCA) '
FC13512
169 A M,EDUARDA 8 11.8 326 43.29 36.19 478 5,800
644/11VD
170 B MONIQUIN, 7.83 12.4 36.1 46.2 34.3 295 16,600
171 B 677/11 VD MEL 7.3 11 33 45.2 33.33 380 10,300
171 A FC13638 MEL 7.99 14.3 40.7 50 35.13 269 8,400
172 B 586/11 VD MALU 10.04 17.6 49 48.9 35.9 364 27,200
173 B 550/11 LARA 9.15 15.4 42.7  46.47 36 144 8,400
174 C FC13617 FOFINHA 6.89 11.6 31.4 4557 36.94 590 22,100
175 C FC13603 PRINCIPE 8.44 14 37.8 44.78 37 79 28
176 C TIARA 1/11/04 6.46 10.2 29.5 45.8 34.5 213 33,900
177 C FOFINHA3/11/04 5.91 10.1 28 47.4 36 168 30.7
178 C PITA 2/11/04 6.97 11.3 31.9 45.9 35.4 103 29.5
179 B 641/11 NEGO 8.3 13.66 41 49.39 33.31 248 11,900
179 C NEGO 8.3 13.66 41 49.39 33.31 248 11.9
180 B 104/10 FLOR 8.06 11.2 36 44.66 31.11 240 11,900
180 C FLOR 8.06 11.2 36 44.66 31.11 240 11.9
181 B 534/1\]1U\|_/||,3AANA 9.58 13.23 42 43.84 315 312 15,500
181 C ANA JULIA 9.58 13.23 42 43.84 315 312 15.5
182 B 577/11 VD TAIGRA 5.76 11 33 57.29 33.33 240 19,800
182 C TAIGRA 5.76 11 33 57.29 33.33 240 19.8
183 C MEQUEBA/ PIPA 7.28 12.33 37 50.28 33.33 180 19.2
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CHCM  PLAQUETA LEUC, TOTAL

AMOSTRA GRUPO ID / DATA HEMACIA x 10 HBg/dl VG % VCM i o

() mm3 x 10
184 C BIA 9.43 16 45 48.3 35.1 316 24.7
185 C DALILA 9.42 15 43.6 46.3 34.8 392 22
186 C FLOCO 7.65 14 40 52 35 480 13.2
187 C MADONNA 8.69 15 44 51 35 130 18.5
188 C ROMEU 7.39 12 35 49 34 170 18.3
189 C 001 UFRA GATIL 5.76 11 33 57 33 620 20.3
190 C TOST'TJ?ZIRNEA 002 5.63 9.33 28 49.73 33.32 412 16.6
191 C 003 UFRA 9.18 11.66 35 38.12 33.31 568 19.25
192 C FC 10944 BILLY 6.76 13 39 57.69 33.33 384 3,950
192 C BILLY 11544/11549 0.97 1.6 5 51.54 32 100 8.45
193 C KIABO 11598 1.53 4.66 14 91 33.28 188 15.07
194 C MARIA 14523 6.36 6.33 19 29.87 33.15 248 26.8
195 C MED 7366 19.88 14.6 44 22.13 33.18 268 53.9
196 C CHARLOTE 14547 7.55 11 30 39 36 258 13.8
197 C AGENOR 14555 11.56 21 59 51 35 289 17
198 C SOFIA 14189 3.6 12 35 97 34 256 12.65
199 C MIMOSA 14641 6.93 10.7 32 46.17 33.43 333 18.2
200 C GATO 14655 9.83 15.3 45 45.77 34 114 15.8
201 C SOFIA 14578 8.08 11.8 36.4 45.04 32.41 216 11




