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PREVALÊNCIA, FATORES DE RISCO E ALTERAÇOES LABORATO RIAIS 

NA INFECÇÃO PELOS HEMOPLASMAS CANINOS E FELINOS EM 

CANINOS ATENDIDOS NO HOSPITAL VETERINÁRIO DA UNIVER SIDADE 

DE PASSO FUNDO 

Autora: Stella de Faria Valle 

Orientador: Félix Hilario Diaz González 

 

RESUMO  

Os micoplasmas hemotróficos (hemoplasmas) são organismos pleomórficos, 
epicelulares, gram negativos que infectam a superfície dos eritrócitos de diversas 
espécies. Devido ao fato de ser incultivável em meios de cultura tradicionais, o 
diagnóstico é baseado em técnicas moleculares. Em cães, a infecção pelos hemoplasmas 
pode causar anemia hemolítica na fase aguda, enquanto na doença crônica os sinais são 
inaparentes, sendo que a imunodepressão e a esplenectomia podem desencadear a 
doença aguda. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a prevalência dos 
hemoplasmas em cães submetidos a atendimento clínico e cirúrgico no Hospital 
Veterinário da Universidade de Passo Fundo (HV-UPF), identificar os fatores de risco 
para infecçao pelos hemoplasmas e as condições clínicas na infecção natural. Para isso, 
foram selecionadas amostras de sangue com EDTA submetidas com propósito 
diagnóstico ao Laboratório de Análises Clínicas do HV-UPF. Após a verificação do 
controle da extração (PCR para o gene GAPDH), as amostras foram encaminhadas ao 
Department of Comparative Pathobiology, Purdue University (IN, USA) para as 
análises moleculares. Foi realizada reação em cadeia da polimerase (PCR) para os 
hemoplasmas felinos (‘Candidatus Mycoplasma turicencis’, ‘Candidatus Mycoplasma 
haemominutum’) e caninos (Mycoplasma haemocanis e ‘Candidatus Mycoplasma 
haematoparvum’). Ao total, foram analisadas 347 amostras, sendo que 16 foram 
negativas para o controle GAPDH e excluídas do estudo. A prevalência para 
hemoplasma foi de 6,4% (21/331) sendo 5,1% (17/331) para Mycoplasma haemocanis e 
1,8% (6/331) para um organismo geneticamente semelhante ao hemoplasma felino 
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’. Não foram encontradas amostras positivas 
para ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ e ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’. 
Os cães positivos para hemoplasmas tinham como fatores de risco a presença de 
ectoparasitas (carrapatos e/ou pulgas), idade avançada e habitavam em casa. Embora 
tenha sido identificada a presença de correlação entre as neoplasias e feridas causadas 
por brigas com outros cães e a infecção pelos hemoplasmas, tais resultados foram 
atribuídos a uma influência da idade e a presença de ectoparasitas. Não houve variações 
hematológicas e bioquímicas em decorrência da infecção pelo Mycoplasma haemocanis. 
Refere-se, no presente estudo, o primeiro estudo relacionando a freqüência da infecção 
pelos hemoplasmas em cães no Brasil.  
 
Palavras-chave: micoplasmas hemotróficos, reação em cadeia da polimerase, 

‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, Mycoplasma haemocanis 
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Prevalence, risk factors, laboratorials findings on canine and feline hemoplasma 

infection in dogs from Veterinary Teaching Hospital at Universidade de Passo Fundo  

 

Author: Stella de Faria Valle 

Advisor: Félix Hilário Diaz González 

 

ABSTRACT  

The hemotropic mycoplasmas (haemoplasmas) are pleomorphic, epicellular and gram-
negative organisms that do not grow in conventional culture media. The organisms 
infect the red blood cell surface of several species and nowadays the diagnosis is based 
on molecular techniques. In dogs, the acute infection causes severe hemolytic anemia, 
while in the chronic disease the clinical signs are unapparent. In addition splenectomy 
or immunosuppression may result in the acute disease. The aims of the present study 
were to evaluate the prevalence of haemoplasmas in dogs that were submitted to clinical 
or chirurgical procedures at the Veterinary Teaching Hospital of the University of Passo 
Fundo (UPF-HV), to identify the risk factors for infection and the clinical conditions of 
haemoplasma natural infection. EDTA blood samples that were submitted for diagnosis 
purpose at the Laboratório de Análises Clínicas of the HV-UPF were randomly selected 
and clinical data were obtained from the hospital database. After DNA extraction and 
the internal control, the samples were sent to the Department of Comparative 
Pathobiology at the Purdue University (IN, USA), School of Veterinary Medicine, for 
molecular analysis. A polymerase chain reaction (PCR) for feline haemoplasmas 
('Candidatus Mycoplasma turicencis' and 'Candidatus Mycoplasma haemominutum') 
and canine haemoplasmas (Mycoplasma haemocanis and 'Candidatus Mycoplasma 
haematoparvum') was performed. A total of 347 samples were analyzed, while 16 were 
negative for the control GAPDH and excluded from the study. The total prevalence was 
6.4% (21/331), 5.1% (17/331) for Mycoplasma Haemocanis and 1.8% (6/331) for an 
organism genetically similar to feline 'Candidatus Mycoplasma haemominutum' and no 
samples were found positive to 'Candidatus Mycoplasma turicencis' and 'Candidatus 
Mycoplasma haematoparvum'. The haemoplasma positive dogs lived at private homes, 
are old and were in contact with ectoparasites (ticks and/or fleas). Although it was 
identified a positive correlation between neoplasic disease, wounds caused by dog fights 
and the haemoplasma infection, these results were attributed to the influence of age and 
the vector. Hematological and biochemical variations were not identified at 
Mycoplasma haemocanis positive samples. This is the first study related to the 

frequency of haemoplasma infection in dogs in Brazil.  

 

Key words: hemotropic mycoplasma, polimerase chain reaction, ‘Candidatus 

Mycoplasma haemominutum’, Mycoplasma haemocanis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os micoplasmas hemotrófico(hemoplasmas) vêm sendo estudados desde a 

década de 1950, quando se verificou que cães afetados por esses organismos poderiam 

manifestar os sinais clínicos da doença aguda, quando esplenectomizados ou a doença 

crônica assintomáticos. A importância da infecção foi verificada primeiramente nos 

Estados Unidos, onde um grupo de pesquisadores, utilizando cães como modelo 

experimental para pesquisas do choque hemorrágico, observaram resultados 

inconsistentes em decorrência de uma doença hemolítica aguda que os animais 

apresentavam (Kemming et al., 2004a, b). A partir desse momento, associado ao 

diagnóstico molecular, grupos de pesquisa americanos e europeus iniciaram os estudos 

moleculares dos hemoplasmas que afetam tanto os cães quanto outras espécies.  

No Brasil, embora os estudos sobre o choque hemorrágico aparentemente não 

sofram interferência pela infecção, verifica-se que o estudo dos hemoplasmas, não 

somente no cão como em outras espécies, apresenta uma grande importância da 

identificação das espécies que afetam os animais para verificar o potencial zoonótico 

das hemoplasmoses, além de descobrir novas espécies e bem como a infecção cruzada. 

Com relação à espécie canina, atualmente, essa população tem apresentado um 

crescimento significativo principalmente em grandes cidades onde o convívio com os 

seres humanos é bastante próximo. Devido a esse comportamento, as possibilidades de 

transmissão dessas e de outras enfermidades infecciosas são superiores. A presença de 

vetores como as pulgas e carrapatos, potenciais transmissores, principalmente em locais 

de clima quente e a ausência de métodos eficazes de controle são fatores que devem ser 

considerados na possibilidade de os hemoplasmas serem zoonoses (SANTOS et al., 

2008). O carrapato marrom do cão (Rhipicephalus sanguineus) é conhecidamente o 

principal fator de risco para transmissão da hemoplasmose (SENEVIRATNA et al., 

1973) e outras doenças transmitidas por vetores em caninos. No Brasil, observa-se com 

elevada freqüência o vetor em todas as regiões do país, sendo que naquelas de clima 

seco o carrapato é mais prevalente. 

No país, ainda se utiliza como meio de diagnóstico dos hemoplasmas e demais 

formas parasitárias sanguíneas, a detecção dos organismos nos esfregaços sanguíneos 

corados por corantes de rotina. Em decorrência do baixo custo do exame e da falta de 

laboratórios capacitados para tecnologias moleculares, o diagnóstico tem sido baseado 

em evidências clínicas, sendo que normalmente é confirmado com o tratamento 
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sintomático. Com os avanços e a popularização das técnicas moleculares de diagnóstico, 

há uma necessidade de disponibilizar aos centros de diagnóstico veterinário um 

protocolo padronizado para o diagnóstico dos hemoplasmas e dos demais hemoparasitas 

dos animais domésticos. Com o passar dos anos, a reação de polimerase em cadeia 

(PCR) tem se tornado uma técnica difundida e tem a vantagem de apresentar elevada 

especificidade e sensibilidade além de estar mais disponível no meio veterinário.  

A maioria dos estudos de prevalência da infecção pelos hemoplasmas no Brasil 

está concentrada nas espécies que afetam os felinos. Em caninos, os estudos ainda não 

são suficientes para poder avaliar a prevalência, os fatores de risco e o potencial 

patogênico dos hemoplasmas. Um dos poucos estudos relacionou a presença do 

hemoplasma até então detectado em felinos, o ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ em 

7 cães esplenectomizados utilizados em uma pesquisa científica (SANTOS, 2008). Os 

relatos de casos isolados foram nos estados do Paraná e Minas Gerais (De MORAES, et 

al., 2006; BIONDO et al., 2009), porém sem a determinação da composição filogenética 

do agente e comparação entre outros isolados de ocorrência mundial. Em um recente 

estudo (RAMOS et al., 2010) verificaram a caracterização genética dos patógenos 

transmitidos por carrapatos na região metropolitana do Recife, onde o M. haemocanis 

foi identificado em um pequeno número de animais. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Histórico dos micoplasmas hemotróficos (hemoplasmas) 

 

Os micoplasmas hemotróficos são organismos pleomórficos, epicelulares, gram 

negativos que infectam e crescem na superfície dos eritrócitos de diversas espécies 

(LUMB, 1957; MESSICK et al., 2002; MESSICK & HARVEY, 2011, In press). O fato 

de possuírem como característica o não crescimento em meios de cultura convencionais 

fazem com que ocorra limitação das possibilidades de investigativas sobre o 

comportamento dos hemoplasmas (WILLI et al., 2007). A ausência de parede celular e 

flagelos, resistência à penicilina e sensibilidade às tetraciclinas são características 

importantes de tais agentes (RAZIN et al., 1998).  

Primeiramente, os organismos foram classificados na ordem Rickettsiales, 

família Anaplasmataceae, gênero Haemobartonella e Eperythrozoon, em decorrência 

do tamanho reduzido (menos que 1 µm), propriedades tintoriais e a possibilidade de 

serem transmitidos por artrópodes (MESSICK, 2004; WILLI et al., 2007). Entretanto, 

as características de ausência de parasitismo intracelular, resistência a penicilina, falta 

de flagelos, pequeno tamanho, falta de parede celular e sensibilidade às tetraciclinas 

apontavam uma suspeita de os organismos estarem intimamente relacionados à classe 

dos Mollicutes. Desta maneira, a análise filogenética da seqüência do gene rRNA 16S 

transferiu os organismos do gênero Haemobartonella e Eperythrozoon para a família 

Mycoplasmataceae, classe Mollicutes, gênero Mycoplasma (NEIMARK et al., 2001; 

MESSICK et al., 2002; TASKER et al., 2003), dando a eles a denominação de 

micoplasmas hemotróficos (NEIMARK et al., 2001). Nesse contexto, para identificar 

organismos que se ligam na parede dos eritrócitos foi incluído o sufixo “haemo“ 

enquanto para aqueles que não foram completamente descritos, a designação de 

Candidatus (MESSICK & HARVEY, 2011, In press). Assim, a árvore filogenética dos 

micoplasmas foi modificada e adicionado o grupo dos hemoplasmas próximo ao 

Mycoplasma fastidiosum, através da avaliação filogenética que codificam para os genes 

rDNA 16S e RNase P RNA (rnpB) obtida através do seqüenciamento de 11 diferentes 

micoplasmas (PETERS et al., 2008). Adicionalmente, os hemoplasmas foram 

subdivididos em 2 grupos, o grupo haemofelis que contém M. haemofelis, M. 

haemocanis e o ‘Candidatus M. turicencis’; e o grupo haemominutum que contém o 
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‘Candidatus M. haemominutum’ e o ‘Candidatus M. haematoparvum’ entre outros 

(Figura 1.). 

 

 

 

Figura 1. Árvore filogenética dos micoplasmas baseada no gene 16S rRNA. 

Fonte: Peters et al., 2008. 
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Na microscopia eletrônica (Figura 2), o organismo pode aparecer fixado à 

superfície eritrocitária, preservando a integridade da membrana (BRINSON & 

MESSICK, 2001). Entretanto, durante a bacteremia, essa fixação ocasiona distorções no 

formato da célula levando a injúria celular através de mecanismos imunomediados 

(VENABLE & EWING, 1968). Outros mecanismos patogênicos da infecção pelos 

hemoplasmas ainda não estão completamente esclarecidos (MESSICK, 2004). 

 

 

 

 

Figura 2. Fotomicrografia eletrônica Mycoplasma haemosuis 

Fonte: Messick, 2004 

 

 

 

Morfologicamente, no esfregaço de sangue periférico corado com corantes do 

tipo Romanowsky, os hemoplasmas podem ser observados na forma de cadeias que se 

estendem sobre a superfície eritrocitária (Figura 3) ou podem estar individuais como 

pequenas esferas, formato discóide ou em anéis (LUMB, 1957; HOSKINS, 1991).  
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Figura 3. Esfregaço de sangue periférico com organismos de Mycoplasma haemocanis 

(setas) na superfície dos eritrócitos de um cão doméstico (Wright-Giemsa, 1000x). 

Fonte: Joanne B. Messick, Purdue University, School of Veterinary Medicine. 

 

 

 

 Com o tamanho celular extremamente reduzido, o genoma dos hemoplasmas 

pode variar de 745 kb (Mycoplasma suis) a 1245 kb (Mycoplasma haemofelis) 

(BARKER, 2011). O seqüenciamento do genoma do M. haemofelis sugeriu que 21% 

dos genes eram designados para o transporte e metabolismo do organismo, enquanto 

outros poucos eram responsáveis para a proteção elevada contra estresse oxidativo e 

grande flexibilidade na síntese de aminoácidos. Um número considerável de genes 

determina as adesinas que são fundamentais para a sobrevivência do organismo, além 

de variáveis antígenos de superfície que defendem os micoplasmas das ações do sistema 

imune do hospedeiro (MESSICK, 2004).  

 Estudos recentes envolvendo a avaliação dos genomas do Mycoplasma suis e 

Mycoplasma haemofelis demonstram que ambos possuem genomas reduzidos para as 

rotas metabólicas e evidências para adaptação do ambiente sanguíneo. Os autores 

especulam que os hemoplasmas podem causar a doença através da remoção de 

nutrientes e competição com a célula parasitada, podendo levar à redução da meia-vida 

dos eritrócitos (MESSICK et al., 2011). As características metabólicas (MESSICK et 
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al., 2011; BARKER et al., 2011) desses organismos prejudicam a cultura in vitro 

fazendo com que os métodos de diagnóstico devam se basear em técnicas moleculares 

(TASKER et al., 2003).  

 

 

2.2 Fisiopatologia da infecção pelos hemoplasmas 

Os mecanismos da patogenicidade dos hemoplasmas ainda não estão bem 

elucidados. A fisiopatologia da infecção pelos micoplasmas pode envolver a produção 

de radicais livres pelo microrganismo, levando a um dano oxidativo na membrana 

celular do hospedeiro, secreção de enzimas que podem promover a ruptura tecidual e 

aberrações cromossômicas (MESSICK, 2004). Adicionalmente, a característica 

fastidiosa pode comprometer o equilíbrio celular, ocasionando danos e induzindo a 

doença no hospedeiro (RAZIN et al., 1998). 

Os micoplasmas podem induzir reações imunes específicas, como a produção de 

anticorpos, no caso, pelos micoplasmas não hemotróficos. As reações imunes 

específicas exercem um papel importante no desenvolvimento de lesões e na 

exacerbação de doenças induzidas pelos micoplasmas. Durante a infecção, os 

micoplasmas podem afetar o sistema imune hospedeiro, induzindo a supressão ou a 

estimulação policlonal de linfócitos B e T; induzindo citocinas; aumentando 

citotoxidade de macrófagos, células natural killer e células T, intensificação da 

expressão de receptores celulares e ativação do sistema do complemento. A capacidade 

para imunomodular a responsividade imune do hospedeiro contribui para as 

propriedades patogênicas dos micoplasmas e permite estabelecer uma infecção crônica 

persistente (RAZIN et al., 1998). 

Normalmente os micoplasmas vivem em harmonia com a célula hospedeira e, 

portanto, raramente as infecções causadas serão fulminantes. No entanto, a associação 

da hemoplasmose latente com doenças imunossupressivas é, na maioria das vezes, 

fundamental para o desenvolvimento da doença aguda (MESSICK, 2004). Nesse 

contexto, a maioria das pesquisas está direcionada às espécies que afetam felinos e à 

associação dos hemoplasmas felinos com as doenças retrovirais como a 

imunodeficiência (FIV) e a leucemia felinas (FeLV). A maioria dos autores sugere que a 

hemoplasmose no gato possa ser um modelo para o estudo da infecção pelos 

micoplasmas em humanos imunocomprometidos pela imunodeficiência causada pelo 

retrovírus (MESSICK, 2004; PETERS et al, 2008).  
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2.3 Micoplasmas hemotróficoem cães 

Em caninos, os primeiros hemoplasmas a serem identificados foram o 

Mycoplasma haemocanis que anteriormente foi denominado de Haemobartonella canis 

da ordem Rickettsia (BRINSON e MESSICK, 2001) e o ‘Candidatus Mycoplasma 

haematoparvum’ (SYKES et al., 2004; SYKES et al., 2005). Após a difusão das 

técnicas de biologia molecular para o diagnóstico dos hemoplasmas, identificou-se o 

‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (de MORAIS et al., 2006; ZHUANG et al., 

2009; OBARA et al., 2011) e o ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ (SANTOS, 2008), 

que possuem características filogenéticas semelhantes às espécies descritas em felinos. 

 

 

 

2.3.1 Mycoplasma haemocanis (H. canis) 

É descrito desde 1928 na Alemanha, onde em um cão esplenectomizado 

verificou-se no sangue periférico a presença de organismos semelhantes à Bartonella 

(LUMB, 1957). Tais organismos eram pleomórficos aderidos à membrana com o 

formato de cocos individuais muito pequenos (0,25 a 1 µm) ou em cadeias agregadas 

retas, curvas, espirais, aneladas ou com o formato de arco de violino (VENABLE & 

EWING, 1968; MESSICK et al., 2002). Com distribuição mundial, até o presente 

momento, há descrição na Espanha (ROURA et al., 2010), Suíça (WENGI et al., 2008), 

Europa meridional (NOVACCO et al., 2010), França (KENNY et al., 2004), África 

(BARKER et al., 2010), Índia, Peru, Venezuela, Estados Unidos (BRINSON & 

MESSICK, 2001) e Brasil (BIONDO et al., 2009) através da PCR convencional e PCR 

em tempo real.  

Nos estudos filogenéticos do gene rDNA 16S, verificou-se uma íntima 

similaridade com o M. haemofelis (99,3% a 99,7% de similaridade), em que alguns 

autores sugeriram ser o mesmo organismo que poderia afetar tanto cães quanto gatos, já 

que a infecção cruzada havia sido verificada (LUMB, 1957; BRINSON & MESSICK, 

2001; BIRKENHEUER et al, 2002). No entanto, o estudo do gene RNA RNase P 

(rnpB) entre os agentes identificou uma reduzida homologia (94,3 a 95,5%) e por isso 

puderam ser classificados como espécies distintas (BIRKENHEUER et al., 2002). Com 

base no gene RNA RNase P, alguns estudos já referem o realinhamento dos 

hemoplasmas na árvore genética (PETERS et al., 2008). 
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2.3.2 ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ 

Foi detectado pela primeira vez em um cão com linfoma de células T após a 

esplenectomia e quimioterapia (SYKES et al., 2004; SYKES et al., 2005). Na 

comparação filogenética do gene rDNA 16S, os autores concluíram se tratar de um 

organismo muito semelhante ao ‘Candidatus M. hemominutum’ dos felinos (94%) e 

pouco relacionado ao M. haemocanis (77%). Como semelhança morfológica entre o 

‘Candidatus M. haematoparvum’ e o ‘Candidatus M. hemominutum’, pode-se 

relacionar o tamanho reduzido (0,3 µm de diâmetro) e a ausência de cadeias de 

organismos dispostas na superfície dos eritrócitos (SYKES et al., 2005).  

Um protocolo semelhante ao utilizado para verificação da diferença entre M. 

haemocanis e M. haemofelis (BIRKENHEUER et al., 2002) que envolve o 

seqüenciamento do gene RNase P (rnpB) foi aplicado para diferenciar ambos os 

hemoplasmas pequenos que afetam cães e gatos. Na avaliação do fragmento resultante 

desse ensaio, SYKES et al. (2005), verificaram homologia de 75% para o ‘Candidatus 

M. haemominutum’ e 65% para os isolados de M. haemocanis.  

Em um estudo francês, Kenny et al. (2004) utilizando a PCR em tempo real para 

o diagnóstico dos hemoplasmas em cães, foi detectado reduzido número de cópias de 

DNA nos animais infectados pelo ‘Candidatus M. haematoparvum’ (5,8 x 102 e 2,1 x 

103 cópias/mL de sangue). Tal observação sugere que muitos cães positivos 

assintomáticos possam não ser diagnosticados através da PCR em tempo real ou 

convencional pela baixa bacteremia. 

No Brasil, em Londrina, Paraná (DE MORAES et al., 2006), em um estudo com 

145 cães, os autores observaram 7,5% dos cães (11/145) positivos para ‘Candidatus M. 

haematoparvum’, sendo que as cópias quando seqüenciadas apresentaram 85% de 

homologia para esse organismo e 96% para o M. haemocanis. Os autores sugeriram se 

tratar de uma nova espécie ou uma variação do M. haemocanis (BIONDO et al., 2009). 

No entanto, nenhum outro estudo foi conduzido para elucidar esse fato. 

 

 

2.3.3 ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ 

Juntamente com o Mycoplasma haemofelis foi classificado como agente causal 

da Anemia Infecciosa Felina, sendo o primeiro responsável por uma anemia hemolítica 

e o segundo, uma cepa menos patogênica. Anteriormente ao ano de 2005, tais 

organismos eram classificados de Haemobartonella felis, isolado Ohio e 
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Haemobartonella felis isolado Califórnia, com base nas características morfológicas. 

Com a avaliação da seqüência dos genes 16S RNA e rnpB, foram removidos no Taxa e 

reclassificados no gênero Mycoplasma (MESSICK & HARVEY, 2011, In press). A 

similaridade do gene 16S RNA entre ambos é de 83% (FOLEY & PEDERSEN, 2001). 

 A ocorrência do ‘Candidatus M. haemominutum’ em cães foi verificada em 

Londrina, estado do Paraná (BIONDO et al., 2009), na Província de Guangdong, China 

(ZHUANG et al., 2009) e recentemente no Japão (OBARA et al., 2011). Através da 

PCR convencional para o gene 16S usando primers universais, o estudo chinês 

identificou 1 positivo entre 40 cães saudáveis. A seqüência do isolado apresentou 97 a 

99% de similaridade com o ‘Candidatus M. haemominutum’ e 94 e 95% de 

similaridade com o ‘Candidatus M. haematoparvum’.  

 Em gatos, foi sugerido que as pulgas (Ctenocephalides felis) fossem 

responsáveis pela transmissão tanto do M. haemofelis quanto do ‘Candidatus M. 

haemominutum’ (WOODS et al., 2005). No entanto, em cães, ainda não existem 

estudos que sugerem o papel das pulgas na transmissão dos hemoplasmas em cães. 

 

 

2.3.4 ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ 

Essa nova espécie de hemoplasma foi recentemente descrita na Suíça sendo 

responsável por causar anemia hemolítica em gatos através da inoculação intravenosa 

de sangue infectado para um gato livre de patógenos (WILLI et al., 2005). 

Posteriormente, através de estudos moleculares, determinou-se se tratar de um 

organismo semelhante ao Mycoplasma coccoides e Mycoplasma haemomuris, ambos 

micoplasmas hemotróficos de roedores (WILLI et al., 2006).  

 Apesar de o ‘Candidatus M. turicencis’ nos felinos apresentar distribuição 

mundial, em cães, até o presente momento, há apenas um relato da identificação em 

7/10 cães esplenectomizados assintomáticos pela técnica da PCR convencional 

otimizada para a detecção do hemoplasma em felinos (SANTOS, 2008; SANTOS et al., 

2009). No seqüenciamento do gene 16S, o organismo encontrado em cães revelou-se 

tratar de um organismo 98 a 100% similar àquele que infecta os felinos domésticos 

(SANTOS, 2008).  
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2.4 Transmissão dos hemoplasmas em cães 

 

A transmissão natural do M. haemocanis no cão ainda não está completamente 

esclarecida. A infecção experimental do H. canis foi verificada em 1973 

(SENEVIRATNA et al., 1973), quando se conseguiu transmitir a doença para um 

canino esplenectomizado através do carrapato marrom do cão (Rhipicephalus 

sanguineus). Dessa forma, foi sugerido que o carrapato fosse o vetor da transmissão dos 

hemoplasmas para o cão (BRINSON & MESSICK, 2001; MESSICK, 2003; SYKES et 

al., 2004; MESSICK & HARVEY, 2011, In press). Até o presente momento, não 

existem estudos verificando o papel das pulgas na transmissão dos hemoplasmas em 

cães, assim como já foi verificado para hemoplasmas em felinos (HORNOK et al., 

2010). 

Em gatos, os estudos moleculares demonstraram a presença de DNA dos 

hemoplasmas ‘Candidatus M. haemominutum’ e M. haemofelis em pulgas e fezes 

recolhidas de gatos (WILLI et al., 2007). Os autores defenderam que a avaliação da 

presença de hemoplasmas e organismos rickettsiais em carrapatos e pulgas é necessária 

para elucidar completamente o papel desses vetores na transmissão da doença no cão.  

Outras formas de transmissão dos hemoplasmas foram descritas, mas até o 

presente momento, não há um completo conhecimento dos mecanismos que as 

envolvem. A transmissão iatrogênica, através de transfusões sanguíneas, pode ocasionar 

a transmissão do hemoplasma entre outros agentes para cães receptores (LUMB, 1957; 

Mc WILLIAMS & FURNEAUX, 1973; LESTER et al., 1995; MESSICK, 2003; 

MESSICK & HARVEY, 2011). O consenso do American College of Veterinary 

Internal Medicine (ACVIM) determinou testes para cães doadores de sangue e a 

identificação do M. haemocanis pode ser realizada, pois a maioria dos cães infectados, 

assim como os gatos, não apresenta evidências clínicas da doença (WARDROP et al., 

2005). A contaminação iatrogênica já foi sugerida em um canino com ‘Candidatus M. 

haematoparvum’ (SYKES et al., 2004). 

A presença de Haemobartonella no esfregaço sanguíneo de cães que receberam 

sangue de um cão infectado por via oral já foi relatada (LUMB, 1957) e considerou-se 

que a presença de lesões no trato gastrintestinal superior é facilitadora da infecção. Com 

relação à transmissão através do leite materno ainda não há comprovações. Ainda nesse 

aspecto, a ingestão acidental de sangue em brigas (SASAKI et al., 2008), além do 
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contato com secreções vaginais do estro não foram esclarecidas como fontes 

contaminantes até o presente momento. 

Estudos experimentais para demonstrar a transmissão intra-uterina não 

obtiveram sucesso, embora haja evidências indiretas de que a transmissão intra-uterina 

possa ser possível (LUMB, 1957; KRAKOWKA et al., 1977; MESSICK & HARVEY, 

2011, In press). Uma suspeita de transmissão transplacentária foi verificada em cães 

livres de patógenos com 6 dias de idade inoculados com vírus da cinomose e que 

apresentaram inclusões de H. canis 21 dias após a inoculação. Nesse caso, foi sugerido 

que os efeitos imunossupressores do vírus da cinomose foram determinantes para o 

desenvolvimento da hemoplasmose nesses cães que supostamente adquiriram a infecção 

transplacentária (KRAKOWKA et al., 1977).  

 Na infecção pelos M. haemocanis, o período pré-patente após a injeção IV de 

sangue contaminado em caninos esplenectomizados é entre 1 ou 2 dias a 2 semanas ou 

mais (LESTER et al., 1995). Os sinais clínicos da infecção já foram identificados em até 

9 semanas após o início do tratamento de hemangiossarcoma esplênico (esplenectomia, 

transfusão sanguínea e quimioterapia) em um cão (BRINSON & MESSICK, 2001). 

Nesse caso, o cão desenvolveu uma anemia persistente atribuída a uma infecção 

crônica.  

 

 

 

2.5 Diagnóstico dos hemoplasmas 

 

Durante a bacteremia, os organismos podem ser observados em esfregaços de 

sangue periférico, porém com reduzida especificidade e sensibilidade diagnóstica 

(CHALKER, 2005; BRINSON & MESSICK, 2001; MESSICK et al., 2004). A reação 

em cadeia da polimerase (PCR) para a detecção dos hemoplasmas é consagrada como 

um teste padrão ouro desde que os esfregaços sanguíneos corados não são específicos e 

sensíveis para detecção na maioria das espécies. No caso do M. haemocanis, um tempo 

prolongado entre a coleta e a análise pode remover o agente da membrana eritrocitária, 

não sendo possível observar nos esfregaços sanguíneos. Em contrapartida, os resultados 

falso-positivos também podem estar evidentes, desde que artefatos de corante e 

corpúsculos de Howell-Jolly possam ser confundidos com o agente (KEMMING et al., 

2004b). A PCR convencional e em tempo real tem sido amplamente utilizada com 
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elevada especificidade e sensibilidade, permitindo obter o diagnóstico e, através do 

seqüenciamento do fragmento amplificado, comparar a composição filogenética dos 

hemoplasmas (KENNY et al., 2004; MESSICK, 2003).  

Devido à intensa similaridade do gene 16S rDNA entre os hemoplasmas caninos 

e felinos, para a amplificação do agente em caninos são utilizados os mesmos 

oligonucleotídeos (primers) para a detecção dos hemoplasmas felinos, sendo M. 

haemofelis para M. haemocanis e ‘Candidatus M. haemominutum’ para ‘Candidatus M. 

haematoparvum’ e ‘Candidatus M. turicencis’ (SANTOS, 2008; BRINSON & 

MESSICK, 2001; BIRKENHEUER et al, 2002; MESSICK et al., 2002).  

 

 

 

2.6 Fatores de risco para infecção pelos hemoplasmas 

 

Os primeiros estudos epidemiológicos dos hemoplasmas em cães começaram a 

ser publicados a partir do ano de 2004, a partir da difusão das técnicas moleculares de 

diagnóstico, como a PCR convencional e a PCR em tempo real. Ao passo que a maioria 

dos estudos demonstra uma prevalência reduzida de um dos hemoplasmas que afetam 

os caninos, até o presente momento, não houve como determinar os fatores de risco para 

infecção para cada hemoplasma isoladamente. Nos Estados Unidos, desde a verificação 

da interferência que o M. haemocanis ocasionava em pesquisas clínicas do choque 

hemorrágico em humanos, os estudos dos hemoplasmas nessa espécie começaram a ter 

maior relevância (PRYOR & BRADBURY, 1957, KEMMING et al., 2004a,b).  

Com relação aos fatores de risco para infecção pelos hemoplasmas em cães, a 

maioria dos estudos refere uma relação significativa com a presença de carrapatos, 

considerando esse um dos principais fatores de risco (KENNY et al., 2004; WENGI et 

al., 2008; NOVACCO et al., 2010; ROURA et al., 2010). A importância do carrapato na 

transmissão da doença foi verificado por Seneviratna et al. (1973) e desde que a 

infecção experimental foi confirmada, a presença do carrapato tem sido incluída nos 

estudos populacionais de prevalência. Um único estudo realizado na Tanzânia e 

Trinidad e Tobago, onde a ocorrência do carrapato é comum, não se verificou a 

presença do carrapato como fator de risco para infecção pelos hemoplasmas na 

população estudada (BARKER et al., 2010).  
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Já foi verificado que o ambiente de vida dos cães pode interferir na infecção e na 

perpetuação da doença. As primeiras verificações do H. canis (M. haemocanis) em 

canis relacionavam cães portadores assintomáticos e que, a partir da esplenectomia, 

começavam a apresentar sinais de anemia grave e persistente, interferindo em resultados 

de pesquisa (KNUTTI et al., 1935; Mc NAUGHT et al., 1935; PRYOR & 

BRADBURY, 1975; KEMMING et al., 2004a). Em um estudo em cães de 3 canis 

comerciais e um grupo controle constituído de cães do Hospital Veterinário da 

Universidade de Illinois, verificou-se uma freqüência significativamente superior da 

infecção pelos hemoplasmas em canis do que o grupo controle (60 cães), em que não 

houve positivos pela PCR (KEMMING et al., 2004b). A população constante e um 

maior risco de exposição aos vetores são aspectos importantes para a perpetuação do 

organismo nesse tipo de população. Cães que vivem em abrigos também são mais 

predispostos à infecção pelo hemoplasma. Em um estudo europeu, NOVACCO et al. 

(2010) identificaram correlação significativa entre a infecção pelos hemoplasmas e cães 

que viviam em abrigos. Nesse caso, os autores sugeriram que as más condições de 

higiene poderiam auxiliar na perpetuação do vetor. 

As características metabólicas e biológicas dos micoplasmas em geral permitem 

que o organismo fique latente e que, no surgimento de afecções imunodepressoras, 

possa ser fundamental para o desenvolvimento dos sinais clínicos da doença 

(MESSICK, 2004). Afecções infecciosas ou não infecciosas concomitantes já foram 

identificadas em cães positivos para os hemoplasmas (PRYOR & BRADBURY, 1975; 

KRAKOWKA et al., 1977; GETILLAT, 1981; NOVACCO et al., 2010; ROURA et al., 

2010). Cães traumatizados ou criticamente doentes podem manifestar imunodepressão 

em decorrência da ação das citocinas produzidas pelos macrófagos dos tecidos 

injuriados no sistema imune (PRYOR & BRADBURY, 1975; DATZ, 2010). As 

funções dos macrófagos, neutrófilos, células T são incompetentes, mas células B e 

resposta com anticorpos podem estar normais (DATZ, 2010). Baseado nesse contexto, a 

relação entre a infecção pelo parvovírus canino e a H. canis foi identificada e suspeitou-

se que o vírus fornecesse condições favoráveis para a multiplicação dos hemoplasmas 

(GETILLAT, 1981). A infecção pelos vírus da cinomose também favoreceu a infecção 

em filhotes (KRAKOWKA et al., 1977) e a demodicose foi considerada um fator de 

risco para infecção na Europa mediterrânea (NOVACCO et al., 2010). Na Espanha, cães 

doentes apresentaram significativamente maior predisposição à infecção pelos 

hemoplasmas que os saudáveis (ROURA et al., 2010). 
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No Brasil, as co-infecções com a Babesia gibsoni (TRAPP et al., 2006) e o 

Hepatozoon canis (RAMOS et al., 2010) já foram identificadas, porém não existem 

estudos que comprovem a associação entre outros agentes transmitidos por vetores e a 

infecção pelos hemoplasmas. A co-infecção por agentes transmitidos por vetores foi 

identificada no Sudão, onde a co-infecção do M. haemocanis e do ‘Candidatus M. 

haematoparvum’ com a Ehrlichia canis (4 e 16 casos, respectivamente) e E. canis com 

Anaplasma platys e ‘Candidatus M.haematoparvum’, além de E. canis, M.haemocanis e 

‘Candidatus M.haematoparvum’ foi verificada (INOKUMA et al., 2006). Os autores 

sugeriram que a doença pode ser mais severa quando há a combinação de um ou mais 

organismos. Entretanto, nas co-infecções não há como determinar o papel do 

hemoplasma no favorecimento da infecção por outro agente transmitido por vetores. 

Animais jovens podem apresentar a forma aguda podendo ser fatal em 3 ou 4 

semanas de idade; já nos velhos, a forma crônica pode ser mais evidente (MESSICK & 

HARVEY, 2011, In press). Tanto na França (KENNY et al., 2004) quanto na Suíça 

(WENGI et al., 2008), a idade e a raça não foram identificadas como fatores de risco 

para infecção pelos hemoplasmas. No entanto, na Europa mediterrânea (Itália, Espanha 

e Portugal), os cães jovens e sem raça definida foram significativamente mais 

predispostos à infecção (NOVACCO et al., 2010). Essa variação de resultados nesse 

parâmetro pode ser atribuída a fatores como: baixo número de animais infectados nos 

dois primeiros estudos, perda de dados em amostragem de conveniência e as diferenças 

climáticas entre os países dos primeiros estudos, comparados à Europa mediterrânea, 

onde a presença do carrapato é mais freqüente. Já a correlação com os cães sem raça 

definida foi em decorrência da predominância de cães provenientes de abrigos do estudo 

da Europa Mediterrânea. 

Na Tanzânia e em Trinidad e Tobago (BARKER et al., 2010), foi verificado que 

os machos eram mais predispostos a apresentar a infecção pelos hemoplasmas e isso foi 

atribuído ao fato de os cães com acesso livre às ruas poderem se infectar pelo contato 

com sangue infectado durante brigas. Apesar do contato com a saliva não ser 

confirmado como um fator de risco para infecção, cães da raça Tosa (cão de briga) 

foram mais predispostos a infecção no Japão (SAZAKI et al., 2008). Nesse caso, pode-

se considerar a ingestão de sangue contaminado como fonte de infecção pelos 

hemoplasmas.  
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2.7 Infecção em cães 

 

A importância da infecção pelos hemoplasmas no cão está na severidade da 

doença aguda, na possibilidade de estado de portador (MESSICK, 2004), na 

perpetuação do organismo em canis (KEMMING et al, 2004b) e na interferência dos 

resultados de pesquisa, quando o cão é usado como modelo experimental para o estudo 

de afecções em humanos (PRYOR & BRADBURY, 1975; BAKER et al., 1971; 

KEMMING et al., 2004a; MESSICK & HARVEY, 2011, In press). Outro fato a ser 

considerado é o potencial zoonótico que os hemoplasmas podem ter e que ainda não foi 

completamente esclarecido em nenhuma das espécies de hemoplasma. 

Os sinais clínicos da infecção pelos hemoplasmas em cães são variáveis e a 

severidade da doença depende de fatores ainda não bem esclarecidos. Entre eles, pode-

se referir à espécie infectante e à presença de doenças concomitantes ou infecções. As 

condições da maioria dos estudos (amostras de conveniência) não foram capazes de 

inferir a distinção entre os sinais de doença aguda e crônica (ROURA et al.,2010).  

 

2.7.1 Infecção aguda 

A infecção aguda geralmente é verificada em cães esplenectomizados 

(KEMMING et al., 2004a; BRINSON & MESSICK, 2001) e imunossuprimidos. Caso 

contrário, nas infecções concomitantes como babesiose (WRIGHT, 1971; TRAPP et al., 

2006), erliquiose (INOKUMA et al., 2006), septicemias de origem não específicas 

(PRYOR & BRADBURY, 1975; KRAJE, 2001) e terapia imunossupressiva 

(HANDCOCK, 1989; HOSKINS, 1991; LESTER et al., 1995). Os sinais clínicos são 

variáveis e inespecíficos, onde pode estar presente a anorexia, letargia, perda de peso e 

febre (LUMB, 1957; LESTER et al., 1995; BRINSON & MESSICK, 2001; KEMMING 

et al., 2004a; MESSICK, 2004) ou apresentar prostração, anemia com temperatura retal 

e apetite normal (MESSICK & HARVEY, 2011, In press) em cães experimentais. Cães 

não esplenectomizados que possuem a doença latente podem apresentar sintomas, 

quando houver a esplenectomia (MacWILLIAMS & FURNEAUX, 1973), em situações 

de estresse ou doenças concomitantes (LUMB, 1957; 2001). O baço tem um papel 

importante na proteção contra a infecção pelo M. haemocanis, uma vez que é 

responsável pela produção de determinados fatores que promovem um efeito inibitório 

nos hemoplasmas (LUMB, 1957). 
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Essa fase é caracterizada pela presença de sinais clínicos e uma bacteremia, 

verificada no esfregaço sanguíneo corado, que pode variar conforme os diferentes graus 

da doença (KRAJE, 2001). Uma anemia hemolítica severa também pode ser 

identificada na fase aguda da doença (BRINSON & MESSICK, 2001; KEMMING et 

al., 2004a; MESSICK, 2004; CHALKER, 2005; WENGI et al., 2008).  

 

2.7.2 Infecção crônica  

 A infecção crônica pode ser verificada em cães não esplenectomizados, em que 

os sinais clínicos da doença são inaparentes (LUMB, 1957; MESSICK & HARVEY, In 

press) ou inespecíficos (HOSKINS, 1991; MESSICK, 2004). Anorexia, letargia, perda 

de peso e febre já foram observados em animais cronicamente infectados (CHALKER, 

2005). A bacteremia é discreta e, por isso, os organismos podem ser encontrados na 

circulação em um número reduzido (MESSICK, 2004; KEMMING et al., 2004b). No 

entanto, se uma infecção concomitante ou esplenectomia ocorrer, os sinais clínicos 

passam a ser aparentes ou até mesmo os organismos passam a ser observados na 

corrente sanguínea (LUMB, 1957).  

 

 

2.8 Prevalência mundial 

 

A comparação entre os resultados provenientes dos estudos de prevalência no 

mundo é prejudicada, uma vez que as amostras são, na maioria, obtidas de cães de 

hospitais veterinários ou abrigos. Existe uma grande variabilidade na taxa de 

prevalência entre países do mesmo continente, que pode ser atribuída à condição 

geográfica e climática dos locais estudados (NOVACCO et al., 2010). No entanto, é 

relevante para o estudo dos hemoplasmas caninos conhecer a prevalência e o tipo de 

população mais suscetível, já que a infecção é inaparente e significativa apenas quando, 

por algum motivo, houver esplenectomia, imunodepressão ou estresse (MESSICK, 

2003). 

Na França, em um total de 460 amostras de sangue de cães, 71 (15,4%) foram 

positivas para os Mycoplasmas sp sendo que 44 (9,6%) para M. haemocanis, 15 (3,3%) 

para ‘Candidatus M. haematoparvum’ e 12 (2,6%) para ambos. Embora, no estudo, os 

autores tivessem atribuído uma técnica específica da PCR em tempo real para a 

detecção dos hemoplasmas em cães, o organismo foi muito semelhante geneticamente 
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ao ‘Candidatus M. haemominutum’, já que o protocolo foi baseado na composição 

genética desse organismo. O estudo refere o primeiro relato do ‘Candidatus M. 

haematoparvum’ na Europa (KENNY et al., 2004).  

A baixa prevalência (1,2%) da infecção pelos hemoplasmas (WENGI et al., 

2008) foi identificada na Suíça onde 0,9% (8/889) das amostras avaliadas foram 

positivas para M. haemocanis, e 0,3% (3/889) para ‘Candidatus M. haematoparvum’ na 

PCR em tempo real. Os autores acreditam que a condição climática foi desfavorável 

para a sobrevivência do vetor, Rhipicephalus sanguineus (WENGI et al., 2008; 

NOVACCO et al., 2010; WILLI et al., 2010) e por isso houve uma reduzida freqüência 

dos hemoplasmas. Nesse estudo, os cães positivos possuíam histórico de viagens para 

países de climas quentes e foi sugerido que a infecção tivesse sido adquirida nessa 

ocasião. Um reduzido número de produtos da PCR observado nos cães positivos para 

ambos os hemoplasmas, principalmente o ‘Candidatus M. haematoparvum’, foi a 

justificativa que os autores sugeriram para não haver maior sensibilidade no estudo. 

Na Espanha, foram identificados 26/182 (14,3%) cães positivos para os 

hemoplasmas, sendo que apenas um foi positivo para o ‘Candidatus M. 

haematoparvum’, anteriormente apenas observado na França, Japão, Suíça e Norte da 

Tanzânia e Trinidad e Tobago (ROURA et al., 2010). 

A avaliação da prevalência dos hemoplasmas na Europa mediterrânea 

identificou uma freqüência significativamente superior em Portugal, onde 40% das 50 

amostras de sangue de cães foram positivas para o M. haemocanis. O estudo concluiu 

que existe uma grande diferença da freqüência dos hemoplasmas entre os países da 

Europa (NOVACCO et al., 2010; WILLI et al., 2010) em decorrência das condições 

geográficas.  

Na China, através de 40 amostras de sangue de cães saudáveis, através da 

amplificação do gene 16S, foi detectada a presença de um hemoplasma que apresentava 

99% de similaridade com o ‘Candidatus M. haemominutum’ dos felinos e 95% com o 

‘Candidatus M. haematoparvum’ (ZHUANG et al., 2009). 

Em Trinidad e Tobago e Tanzânia, onde o R. sanguineus é difundido, foram 

avaliadas a presença dos hemoplasmas em cães através da PCR em tempo real. Nas 

amostras de cães de vida livre na Tanzânia, 19% (19/100) foram positivas para M. 

haemocanis e apenas um cão foi positivo para ambos hemoplasmas. Já em Trinidad e 

Tobago, em amostras obtidas em um laboratório clínico, 4,9% (9/184) foram positivas 
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para M. haemocanis, 2,7% (5/184) positivas para ‘Candidatus M. haematoparvum’ e 

1,1% (2/185) positivas para ambos os hemoplasmas (BARKER et al., 2010).  

Um estudo japonês verificou a infecção pelos hemoplasmas em canídeos 

silvestres, onde em 12 carcaças de raposas (Vulpis sp) analisadas, uma foi positiva para 

o M. haemocanis. Os autores sugeriram que o organismo pode ser transmitido entre cães 

e raposas através do mesmo vetor (SASAKI et al., 2008).  

 O primeiro estudo realizado para detecção de doenças transmitidas por 

carrapatos no continente africano evidenciou no Sudão que, dos 78 cães de vida livre 

amostrados, 63 eram positivos para Ehrlichia canis e 33 para os hemoplasmas M. 

haemocanis e/ou ‘Candidatus M. haematoparvum’. Nos cães infectados pelos 

hemoplasmas, os autores verificaram que 3 apresentavam infecção simples, enquanto os 

demais apresentavam co-infecção pela E. canis ou Anaplasma platys. Os autores 

concluíram que a co-infecção pode causar uma doença severa e que o carrapato tem um 

papel importante nas co-infecções em cães (INOKUMA et al., 2006). 

 

 

2.9 Prevalência no Brasil  

 

Até o presente momento, não existem estudos de prevalência dos hemoplasmas 

caninos no Brasil, onde os relatos geralmente estão relacionados a estudo de casos 

isolados.  

O M. haemocanis já foi descrito nas regiões sul e sudeste do Brasil (DANTAS-

TORRES, 2008), onde o diagnóstico é baseado na observação dos organismos em 

esfregaços de sangue periférico, técnica pouco sensível e específica para o diagnóstico 

dos hemoplasmas. Recentemente no Recife, através de métodos moleculares para 

detecção de doenças transmitidas por vetores em cães, foi identificado um cão positivo 

para o M. haemocanis (RAMOS et al., 2010).  

No Rio Grande do Sul, o primeiro registro de um cão positivo para 

Haemobartonella canis (M. haemocanis) foi em 1992 em Porto Alegre. Os autores não 

avaliaram a epidemiologia isolada desse agente, no entanto, dos 316 esfregaços 

analisados, 27% foram positivos para algum tipo de parasita sanguíneo (BRACCINI et 

al., 1992).  

No estado do Paraná, em um grupo de 16 cães, foram encontrados quatro 

animais positivos para Babesia gibsoni (genótipo asiático), onde dois animais tinham 
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co-infecção por M. haemocanis (TRAPP et al., 2006). Através da PCR convencional, de 

amostras de 40 cães, foram identificados quatro cães não esplenectomizados infectados 

pelo M. haemocanis (de MORAIS et al., 2003).  

O primeiro caso de hemoplasma pequeno em um cão (de MORAIS et al., 2006) 

e a co-infecção por E. canis foi detectado no estado do Paraná. Nesse caso, a sequencia 

de nucleotídeos do gene 16S do agente tinha 97% de similaridade ao ‘Candidatus M. 

haemominutum’. 

 

 

2.10 Patologia clínica 

 

As alterações laboratoriais podem variar, dependendo do estágio da infecção. Na 

infecção aguda em cães, as alterações hematológicas comumente encontradas são: 

hematócrito reduzido (11%), anisocitose, presença de eritrócitos nucleados e 

policromasia. A presença de esferócitos, o resultado positivo no teste de Coombs 

(BUNDZA et al., 1976) e trombocitopenias podem ser observados (MESSICK, 2004). 

Ao contrário dos felinos, a maioria dos cães não esplenectomizados infectados com M. 

haemocanis não desenvolvem anemia ou apresentam um grande número de 

hemoplasmas no sangue (MESSICK, 2004; MESSICK & HARVEY, 2011, In press). 

Em caninos experimentalmente infectados, os sinais verificados foram anemia 

moderada, leucopenia e apatia (MESSICK & HARVEY, 2011, In press). No caso da 

infecção crônica, em que os sinais clínicos são inaparentes ou inespecíficos, as 

alterações hematológicas podem ser associadas com anemia moderada e leucopenia 

(BRINSON & MESSICK, 2001; MESSICK, 2004). 

A anemia não regenerativa (perda de sangue ou eritropoiese inadequada), 

neutrofilia e trombocitopenia foi verificado em um cão, consistente com uma resposta 

ao estresse. Após a esplenectomia, o cão começou a apresentar uma anemia severa e 

bacteremia (MacWILLIAMS & FURNEAUX, 1973) já que os carreadores da infecção 

podem desenvolver anemia hemolítica em condições de estresse ou imunossupressão.  

Nos Estados Unidos, uma síndrome caracterizada por febre, anemia e eosinofília 

foi detectada em cães não esplenectomizados submetidos a um leve estresse 

experimental. A eosinofilia foi direcionada a infecção pela H. canis, já que a presença 

de alérgenos e infecções foram descartadas nos testes de diagnóstico. Os autores 
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demonstraram a bacteremia em 3 de 6 caninos esplenectomizados (PRYOR & 

BRADBURY, 1975).  

Em um estudo de prevalência suíço, não foi identificada uma associação 

estatisticamente significante entre a infecção pelos hemoplasmas e a presença de anemia 

(WENGI et al., 2008), devido à reduzida prevalência (11/889). Embora em um estudo 

com uma prevalência superior (14,3%; 28/182), a relação entre a anemia e a infecção 

também não tenha sido significativa (ROURA et al., 2010).  

 Nas alterações hematológicas, a contagem de leucócitos totais não varia entre os 

animais infectados, no entanto, a contagem diferencial pode apresentar uma discreta 

diferença entre infectados e não. Na fase aguda, pode-se observar redução dos valores 

de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito (LUMB, 1957).  
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3 OBJETIVOS 

 3.1 Objetivos gerais 

Avaliar a freqüência dos hemoplasmas em caninos domésticos através da técnica da 

reação da polimerase em cadeia (PCR) e correlacionar os fatores de risco para infecção 

e as alterações hematológicas. 

 

 3.2 Objetivos específicos 

• Determinar os fatores de risco para infecção dos hemoplasmas caninos e felinos 

em cães a partir de dados clínicos com auxílio da PCR; 

• Verificar a presença de ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ em cães; 

• Identificar a relação entre enfermidades que podem atuar concomitantemente 

com a infecção pelos hemoplasmas; 

• Avaliar as alterações hematológicas e da bioquímica sérica em cães 

naturalmente infectados; 

• Verificar as características clínicas dos cães infectados pelos hemoplasmas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados e a discussão estão apresentados no formato de artigos científicos. 

Cada artigo foi redigido e formatado de acordo com as normas técnicas das revistas às 

quais serão submetidos. Cada subtítulo corresponde a um artigo. 

 

ARTIGO 1 

 

Identification, occurrence and clinical findings of canine hemoplasmas in Southern 

Brazil. 

Será submetido à publicação no Journal of the American Veterinary Medical 

Association (JAVMA). 

 

 

ARTIGO 2 

 

Hematological and biochemical aspects of natural infection of dogs by Mycoplasma 

haemocanis 

Artigo submetido ao Veterinary Clinical Pathology Journal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

4.1 Artigo 1 

 

Identification, occurrence and clinical findings of canine hemoplasmas in Southern 

Brazil. 

 

Stella de Faria Vallea*; Joanne B. Messickb; Andrea Pires dos Santosc; Luiz Carlos 

Kreutzd; Naila Cristina Blat Dudae, Ahmed Mohamedc, Alexander Welker Biondof; 

Félix Hilario Diaz González g 

 

a DMV, MS, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, Passo Fundo University, 

Campus I BR 285 Km I s/n, CEP 99010-970, Passo Fundo, Rio Grande do Sul, 

Brazil 

b DMV, PhD, Dipl. ASVCP, Department of Comparative Pathobiology, School of 

Veterinary Medicine, Purdue University, 725 Harrison Street, 47907, West 

Lafayette, IN, United States  

c DMV, PhD, Department of Comparative Pathobiology, School of Veterinary 

Medicine, Purdue University, 725 Harrison Street, 47907, West Lafayette, IN, 

United States  

d DMV, PhD, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, Passo Fundo 

University, Campus I BR 285 Km I s/n, CEP 99010-970, Passo Fundo, Rio 

Grande do Sul, Brazil 

e DMV, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, Passo Fundo University, 

Campus I BR 285 Km I s/n, CEP 99010-970, Passo Fundo, Rio Grande do Sul, 

Brazil 



37 

 
f DMV, PhD, Department of Veterinary Clinical Pathology, Federal University of 

Paraná, Rua dos Funcionários, 1540, Curitiba, Paraná, Brazil 

g DMV, PhD, Department of Veterinary Clinical Pathology, Veterinary Medicine 

Faculty, Federal University of Rio Grande do Sul, Av. Bento Gonçalves, 9090, 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil 

* Corresponding author: Tel +55 (54) 3316-8485, Fax +55 (54) 3316-8163 

E-mail address:  stellavalle@upf.br (S. F. Valle) 

 

This manuscript represents a portion of a thesis submitted by Dr. Valle to the 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Programa de Pós-graduação em Ciências 

Veterinárias as partial fulfillment of the requirements for a Doctor of Veterinary 

Sciences.  

 

 

ABSTRACT 

Objectives: To evaluate prevalence of canine and feline hemoplasmas and risk factors 

to hemoplasma infection in dogs from Brazil with possible identification of influence of 

clinical status on hemoplasmas infection. 

Design: cross-sectional study 

Animals: 347 blood samples from household healthy and unhealthy dogs from 

Veterinary Teaching Hospital at Passo Fundo University (Southern Brazil) at moment 

of presentation. 

Procedures: Complete clinical records were obtained from dogs admitted at the 

veterinary hospital by diverse reasons. A conventional PCR to Mycoplasma 

haemocanis, ‘Candidatus M. haemominutum’, ‘Candidatus M. haematoparvum’ and 
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‘Candidatus M. turicencis’ were performed with an intern control by conventional PCR 

to canine GAPDH gene.  

Results: The prevalence observed at the present study were 6.4% (21/331) to both 

hemoplasmas; 5.1% (17/331) to Mycoplasma haemocanis and 1.8% (6/331) to organism 

closely related with feline ‘Candidatus M. haemominutum’. The hemoplasma positive 

dogs were older, living in private homes and had contact with blood sucking arthropods 

as ticks or fleas. Neoplasic diseases and contaminated wound in consequence of dog 

fight were correlated with infection although the influence of age and ticks exposure 

could confuse the analysis result.  

Conclusion and clinical relevance: the hemoplasma infection had a low prevalence in 

south Brazil and the frequency of ‘Candidatus M. haemominutum’ was not according 

with previously European studies were the second detected hemoplasma more relevant 

is the canine hemoplasma ‘Candidatus M. haematoparvum’. The clinical course of both 

hemoplasma could not be determined at present study and the presumable low 

bacteremia could cooperate with low sensibility to detect the ‘Candidatus M 

haemominutum’ by conventional PCR.  

 

Keywords: hemothropic mycoplasmas, Mycoplasma haemocanis, PCR assay 

 

 

INTRODUCTION 

Hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are pleomorphic, epicellular 

bacteria that do not grow in conventional culture media. These organisms parasitize 

erythrocytes of several animal species (VENABLE & EWING, 1968; MESSICK & 

HARVEY, in press; WILLI, 2007). The hemoplasmas (formerly Haemobartonella and 
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Eperythrozoon) are classified within the class Mollicutes and the genus Mycoplasma 

based on 16S rRNA gene (NEIMARK et al., 2001; MESSICK et al., 2002; TASKER et 

al., 2003). In dogs, four hemoplasmas species have been described: Mycoplasma 

haemocanis (MESSICK et al., 2002), ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ 

(SYKES et al., 2004; SYKES et al., 2005), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ 

(de MORAIS et al., 2006; ZHUANG et al., 2009) and ‘Candidatus Mycoplasma 

turicencis’ (SANTOS, 2008).  

Mycoplasma haemocanis is found worldwide, having been first reported 

in 1928 in Germany (PRYOR & BRADBURY, 1975). Although it appears that 

‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ infection is widely distributed, both 

convectional and real-time PCR assays for this parasite might also amplify ‘Candidatus 

Mycoplasma haemominutum’ (KENNY et al., 2004; WENGI et al., 2008; NOVACCO 

et al., 2009; BARKER, 2010). To date, detection of ‘Candidatus Mycoplasma 

haemominutum’ in dogs is limited to Brazil (de MORAES et al., 2008) and China 

(ZHUANG et al., 2009), whereas the detection of ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ 

was found only in a recent report from Brazil (SANTOS, 2008). 

Transmission of Mycoplasma haemocanis by the brown dog tick 

(Rhipicephalus sanguineous) has been demonstrated experimentally (SENEVIRATNA 

et al. 1973). However, the role of this tick in natural transmission of M. haemocanis and 

other hemoplasmas that infect the dogs is unknown. Blood transfusions (Mc 

WILLIAMS & FURNEAUX, 1973; LESTER et al., 1995; MESSICK, 2003; HARVEY, 

2006), splenectomy (LUMB, 1957; BUNDZA et al., 1976; MacWILLIAMS & 

FURNEAUX, 1973; LESTER et al, 1995; SYKES et al., 2004; SYKES et al., 2005), 

immunosupression, concomitant clinical conditions (PRYOR & BRADBURY, 1975; 

KRAJE, 2001, de MORAES et al., 2006; TRAPP et al., 2006, NOVACCO et al, 2010) 
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and kennel-raised dogs (BAKER et al., 1971; PRYOR & BRADBURY, 1975; 

KEMMING et al., 2004a; KEMMING et al., 2004b) have been recognized as risk 

factors for M. haemocanis infection. The risk factors associated with ‘Candidatus 

Mycoplasma haematoparvum’, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ and 

‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ infection in dogs has not been investigated.  

Severe anemia may occur following infection with M. haemocanis, but 

more typically, a chronic infection is established that is clinically unapparent. A 

chronically infected dog may develop overt disease if splenectomized or immune 

suppressed, and without appropriate treatment, might die (LUMB, 1957; BUNDZA et 

al., 1976; MacWILLIAMS & FURNEAUX, 1973; LESTER et al, 1995; MESSICK, 

2004, KEMMING et al, 2004). Chronic infections also may be exacerbated by 

concurrent diseases such as ehrlichiosis (INOKUMA et al., 2006), babesiosis 

(WRIGHT 1971; TRAPP et al., 2006) and septicemia (PRYOR & BRADBURY, 1975; 

KRAJE, 2001; GREENE, 2006). Dysregulation of the immune response might explain 

development of opportunistic infections in some animals with the latent hemoplasmosis. 

There is a paucity of information about the clinical course of disease in dogs infected 

with ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’. Only one report is found in the 

literature of an infected dog with hemic neoplasia (SYKES et al., 2004) that developed 

clinical signs related to anemia and mild bacteremia. The clinical course of ‘Candidatus 

Mycoplasma haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ infection in the 

dog is unknown; cases in which infection has been described previously were in 

asymptomatic animals (SANTOS, 2008; ZHUANG et al., 2009).  

The polymerase chain reaction (PCR) is exquisitely sensitive for 

detection of hemoplasma infection in dogs (MESSICK et al., 1998). The same primers 

used for the detection of M. haemofelis and ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ 



41 

 

in cats have been successfully use to amplify the 16S rRNA gene of genetically related 

species in the dog (BRINSON & MESSICK, 2001; BIRKENHEUER et al., 2002; 

MESSICK et al, 2001). Although a real-time PCR assay was developed for ‘Candidatus 

Mycoplasma haematoparvum’, the assay specificity was not tested against ‘Candidatus 

M. haemominutum’ (BAKER et al., 2010). Based on findings in our laboratory, it 

appears that cross-amplification between these species is possible (personal 

communications?). A conventional PCR assay previously developed for detection of 

‘Candidatus M. turicencis’ in the cat was used also to amplify this species from dogs 

(SANTOS, 2008).  

The aim of the present study is to investigate the prevalence of 

hemoplasmas in dogs in Southern Brazil using the conventional PCR to four 

hemoplasmas species, to assess the risk factors for infection based on the clinical data 

and to molecularly characterize the hemoplasmas isolates. 

 

MATERIALS AND METHODS 

1. Sample collection 

347 EDTA blood samples were collected from pet owned dogs at the 

moment of presentation to the Veterinary Hospital of the Passo Fundo University (HV-

UPF) and submitted for routine hematologic analysis at the Laboratory of Veterinary 

Clinical Analyses. After the routine blood screening, EDTA blood samples were 

identified and aliquoted into microcentrifuge tubes and frozen at -20ºC. The samples 

were collected between September 2008 until October 2009. 

 

2. Medical records 
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The complete clinical data was obtained at the time of presentation and 

stored in a computerized database of HV-UPF. Information regarding breed, gender, 

type of living condition (apartment, house, kennel or farm), age, outdoor access (free or 

with the owner), history of the presence of fleas and/or ticks, reproductive history, 

contact with other animals (dogs, cats, horses and cows) and clinical status were 

obtained from owners.  

 

3. DNA extraction and controls 

DNA samples were extracted from 200 µL of anticoagulated whole blood 

and were eluted in 200 µL of elution buffer (Generation Capture Column, Qiagen, West 

Sussex, United Kingdom). Samples were stored at -20ºC until tested. In the extraction 

process, a negative control (water) was included in every ten samples extracted. To 

check a presence of PCR inhibitors, a conventional PCR for the dog constitutive 

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) gene was performed on all DNA 

samples (BIRKENHEUER et al., 2003). Negative samples were excluded from the 

study.  

 

4. Conventional PCR for the detection Mycoplasma haemocanis and ‘Candidatus 

Mycoplasma turicencis’ 

The PCR assays for canine hemoplasmas were performed at Purdue 

University (School of Veterinary Medicine, Department of Comparative Pathobiology) 

in all GAPDH positive samples. Initially, the samples were tested for M.haemocanis 

using the primers Mhf F1 (5’ - GAC TTT GGT TTC GGC CAA GG – 3’) and Mhf R3 

(5’ – CGA AGT ACT ATC ATA ATT ATC CCT – 3’), the same set used to detect 

feline hemoplasma M. haemofelis, a genetically closely related species (BRINSON & 
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MESSICK, 2001). Each reaction (25 µl) consisted of autoclaved ultrafiltered water, 1x 

Green GoTaq® Flexi Buffer (pH 8,5), 1.5 mM MgCl2, deoxynucleoside triphosphates 

(dNTPs – dNTP Mix Promega, Madison, WI, USA) at a concentration of 0.2 µM, 1.25 

U of GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, USA) forward and 

reverse primers at a concentration of 10 µM each and template DNA (5 µL). Positive 

controls included DNA extracted from blood of naturally infected dog. Negative 

controls consisted of autoclaved ultra-filtered water and an extraction negative control. 

Cycling conditions were as follow: 95ºC for 2 min, followed by 34 cycles of 

amplification (45 seconds at 94 ºC, 30 seconds at 53 ºC and 30 seconds at 72 ºC), and 

final extension of 5 min at 72 ºC in a Eppendorf Mastercycler gradient thermocycler 

(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY).  

To detect ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’, the PCR assay was 

performed using the same primers, forward Mt1 (5’ – AGT ATT CGG CAC AAA CAA 

CT – 3’) and reverse Mt2 (5’ – CGC TCC ATA TTT AAT TCC AA – 3’), developed 

for the detection of this hemoplasma in cats (SANTOS et al., 2009). The reaction 

condition was the same as those described above for M. haemocanis. Positive controls 

included DNA extracted from blood of naturally infected dog. Negative controls 

consisted autoclaved ultra-filtered and water extraction negative control. Cycling 

conditions were as follow: 95ºC for 2 min, followed by 29 cycles of amplification (45 

seconds at 94 ºC, 45 seconds at 55 ºC and 45 seconds at 72 ºC), and final extension of 5 

min at 72 ºC in a Eppendorf Mastercycler gradient thermocycler (Eppendorf Scientific, 

Inc., Westbury, NY). 

The PCR products were subjected to 1.5% agarose gel for 1 hour at 100 

V followed by ethidium bromide staining (1 µg/mL) and visualization of amplified 

products under UV light using Epi Chemi II Darkroom (UVP, inc., Upland, CA). 
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5. Conventional PCR for amplification of ‘Candidatus Mycoplasma 

haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ 

Given phylogenetic similarity between ‘Candidatus Mycoplasma 

haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’, the PCR assay was 

performed using primer forward CAL 1 F1 (5’ – GCA TAA TGT GTC GCA ATC – 3’) 

and reverse CAL 1 R3 (5’ – GTT TCA ACT AGT ACT TTC TCC – 3’); this primer set 

will amplify both of these hemoplasmas (SYKES et al., 2005). The reaction at final 

volume of 25 µL was the same describe above. Positive controls included plasmid 

obtained from DNA extracted from blood of naturally infected cat and negative controls 

consisted autoclaved ultra-filtered water extraction negative control. Cycling conditions 

were as follow: 95ºC for 2 min, followed by 37 cycles of amplification (45 seconds at 

94 ºC, 45 seconds at 54 ºC and 45 seconds at 72 ºC), and final extension of 7 min at 72 

ºC in a Eppendorf Mastercycler gradient thermocycler (Eppendorf Scientific, Inc., 

Westbury, NY). If the presence of an amplified band was equivocal, 1µL of PCR 

products were reamplified using the same reaction conditions; thus the putative positive 

results were confirmed. Again, ultra-filtered autoclave water was included as a negative 

control to ensure that the absence of contamination during this process. The PCR 

reamplifications products visualized as described above.  

To promote the differentiation between ‘Candidatus Mycoplasma 

haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’, the DNA from all 

positive and suspicious samples were subjected to a second PCR using the following 

primers: forward (LH F1 3’- AGC GTT CTG GGA AAC TAG AG – 5’) and reverse 

(LH R1 GAC AAA CGA TAT CTA TCA CA), which are specific for the amplification 

of ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (SANTOS, 2008). The reactions 
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conditions consisted of a PCR mixture of 1X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega, 

Madison, WI, USA), 2,0 mM MgCl2, deoxynucleoside triphosphates (dNTPs) at a 

concentration of 200 µM, primers at a concentration of 0.4 µM, 1.25 U of GoTaq® 

Flexi DNA Polymerase, template DNA (5 µL) and autoclaved ultra-filtered water to a 

total volume of 25 µL per reaction. Cycling conditions were as follow: one cycle of 

95ºC for 2 min, followed by 34 cycles of amplification (1 minute at 94 ºC, 30 seconds at 

53 ºC and 44 seconds at 72 ºC), and final extension of 7 min at 72 ºC (Messick, et al., 

unpublished data). The thermocycler used and the evaluation of the PCR products was 

similar to that previously described for M. haemocanis.  

  

6. Sequencing of 16S rRNA genes 

To confirm the identity of PCR products, the complete sequence of 16S 

rRNA gene was obtained from positive samples to M. haemocanis. For this, the PCR 

using primers previously designed for M. haemofelis (DEAMHF F1 5’- ATG CAA 

GTC GAA CGG ATC TT – 3’ and DEAMHF R2 5’- TCC AAT CAG AAT GTT CAC 

TC – 3’) was performed (SANTOS, 2008). The reactions conditions consisted in a PCR 

mixture of 1X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega, Madison, WI, USA), 2,0 mM 

MgCl2, deoxynucleoside triphosphates (dNTPs) at a concentration of 200 µM, primers 

at a concentration of 0.4 µM, 1.25 U of GoTaq® Flexi DNA Polymerase, template 

DNA (5 µL) and autoclaved ultra-filtered water to a total volume of 25 µL per reaction. 

Cycling conditions were as follow: one cycle of 95ºC for 2 min, followed by 34 cycles 

of amplification (1 minute at 94 ºC, 45 seconds at 53 ºC and 1:30 min at 72 ºC), and 

final extension of 10 min at 72 ºC. The PCR products were subject the 1% agarose gel 

at same condition that has been describes above to hemoplasmas. The almost complete 

fragment of the 16SrRNA gene obtained was purificated with Zymoclean Gel DNA 
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Recovery Kit (Zymo Research, Valencia, CA, USA) and submitted for sequencing at 

Purdue Genomics Core Facility at Purdue University, (West Lafayette, IN, USA). 

 

7. Statistics 

The prevalence and risk factors evaluations in this cohort study, PCR 

positive and negative dogs were considered. The categorical variables were compared 

between PCR positive and negative dogs using Pearson chi-square Test and exact 

Fisher’s Test when the frequency of one those variables studied was between 1 and 5. 

The estimated Odds Ratio (95% confidence interval) was determined using Mantzel-

Haenszel Test. The median of age between hemoplasma positive and negative dogs was 

performed using Mann-Whitney Test. Differences were considered statistically 

significant if p < 0.05. For all statistics, the SPSS (Statistical Package for the Social 

Sciences) 15.0, 2006 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA) was used.  

 

 

RESULTS  

1. PCR assays to hemoplasmas and prevalence of hemoplasma infection 

Of the 347 tested samples, 16 were negative for GAPDH and therefore 

excluded from the study. Conventional PCR testing of the remaining 331 samples for 

hemoplasmas showed: 17 samples (5.1%) were positive for M. haemocanis alone and 6 

samples (1.8%) were positive for either ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ or 

‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’, whereas 21 samples (6.4%) were postitive 

for M. haemocanis and ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ or ‘Candidatus 

Mycoplasma haematoparvum’. 
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Sequencing of partial 16S rRNA gene products that were amplified using 

the CAL 1 primer set, revealed 6 products had 97% to 98% (AY150974) and 94 to 95% 

(AY383241) identity to ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ and ‘Candidatus 

Mycoplasma haematoparvum’, respectively. The partial products were also compared 

with the M. haemocanis (AY150973) sequence, with an identification rate of 86 to 89% 

with the latter organism. The identity of these 6 products was also confirmed using a 

PCR specific for ‘Candidatus M. haemominutum’. 

No positive samples were obtained for ‘Candidatus Mycoplasma 

turicencis’ and there were no coinfection of hemoplasmas in these dogs. All negative 

controls (extraction and reaction) tested were negative.  

The sequence analysis of the 16S RNA gene of the two samples revealed 

100% of sequence identity to M. haemocanis (EF416568).  

 

2. Samples and risk factors to hemoplasma infection 

The mean age of dogs in this study was 4.67 years (range = 16.97, min 4 

months – max 17 years). The older dogs (7.16 years and range of 16.27) were 

significantly (p< 0.05) more susceptible to hemoplasma infection than the younger dogs 

(4.48 years and range of 15.42). Most dogs were female (65.5%) and purebred (65.5%), 

with no correlation between these factors and hemoplasma infection. Among those 

which were positive for hemoplasmas, 16 were female and seven were male; 10 were 

crossbred and 13 were purebred. 

Risk factors that were significantly associated with hemoplasma infection 

included  older age (p< 0.005), raised in private homes (p< 0.005) without outdoor 

access and with history of flea and tick exposure (p< 0.005). No significant association 

was observed between hemoplasma infection and the other variables (Table 1). 
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Table 1. Risk factors for hemoplasma infection in dogs living in Passo Fundo, southern 

Brazil. 

Variables Hemoplasmas 
positive 

Hemoplasmas 
negative 

Odds 
Ratio 

95% IC P value 

Vectors 
Presence 
Absence 

 
5.4% (18/331) 
1.5% (5/331) 

 
41.1 (136/331) 
52% (172/331) 

4.553 
1.648-
12.576 p=0.003 

Contact 
Contact 
Non contact 

 
6.5% (18/278) 
0.7% (2/278) 

 
81.3%(226/278) 
11.5% (32/278) 

0.785 
0.174-
3.542 

p=0.753* 

Outdoor access 
No access 
Outdoor access 

 
2.7% (9/328) 
4.3% (14/328) 

 
47.3% (155/328) 
45.7% (150/328) 

1.607 
0.675-
3.825 

p=0.283* 

Living 
conditions 
Private homes 
Farm or kennel 

 
5.2% (17/330) 
1.8% (6/330) 

 
86.7% (286/330) 
6.4% (21/330) 

4.807 
1.715-
13.475 

p=0.003* 

Breed 
Crossbreed 
Purebred  

 
3.0% (10/331) 
3.9% (13/331) 

 
31.4% (104/331) 
61.6% (204/331) 

0.663 
0.281-
1.562 

p=0.347* 

Gender 
Male 
Female 

 
2.1% (7/331) 
4.8% (16/331) 

 
32.3% (107/331) 
60.7% (201/331) 

1.217 
0.486-
3.049 

p=0.676* 

Reproduction 
Intact dog 
Neutered  

 
6.7% (22/330) 
0.3% (1/330) 

 
85.8% (283/330) 
7.3% (24/330) 

0.536 
0.069-
4.150 

p=0.550* 

* Fisher Exact Test 

 

With respect to the risk factors assessed in the present study, those dogs 

infested with fleas and ticks and living in houses were respectively 4.5 and 4.8 times 

more likely to have hemoplasma infection compared to those which did not have these 

risk factors. 

While all samples tested for ‘Candidatus Mycoplasma turicencis’ and 

‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ were negative, it was not possible to 

determine the risk factors in dogs in the present study. 
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3. Clinical status in hemoplasma PCR positive dogs  

In the present study, the samples were collected from dogs admitted to the 

Veterinary Hospital for various reasons; 82.4% of the dogs were considered to be 

clinically ill based on their medical history and physical examination. However, no 

association was found between clinical status (unhealthy versus healthy) and 

hemoplasma infection in dogs (p< 0.05). Of 331 analyzed samples, 13.6% (45/330) had 

some type of neoplastic disorder; seven of these dogs (2.1%) were PCR hemoplasma 

positive. The association between the presence of neoplasic diseases and hemoplasma 

infection was determined to be significant. In the case of skin lacerations due to 

fighting, four hemoplasma positive dogs (1.2%) were identified, and the association 

between this and hemoplasma infection was not idenfied. (Table 2). 

 

Table 2. Clinical status of sampled dogs and assessment of disease as risk factor for 

hemoplasma infection. 

Variables Hemoplasmas 
positive 

Hemoplasmas 
negative 

Odds 
Ratio 

95% IC P value 

Clinical 
conditions 
Unhealthy 
Healthy 

 
 
5.7% (19/331) 
1.2% (4/331) 

 
 
76.7% 
(254/331) 
16.3% (54/331) 

0.223 
0.324-
3.027 

p=0.986* 

Neoplasia 
Presence 
Absence  

 
2.1% (7/330) 
4.8% (16/330) 

 
11.5% (38/330) 
81.5% 
(269/330) 

0.323 
0.125-
0.836 

p=0.020*  

Wound bite 
Presence 
Absence 

 
1.2% (4/331) 
5.7% (19/331) 

 
87.9% 
(291/331) 
5.1% (17/331) 

0.277 
0.085-
0.907 

p=0.034*  

* Fisher Exact Test and Mantel-Haenszel Test.  

 

One dog that was PCR positive dog for M. haemocanis had been 

splenectomized eight weeks prior to sampling due to splenic cancer. This patient had 
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normocytic, normochromic and non-regenerative anemia associated with chronic renal 

failure as a result of co-occurrence of glomerulonephritis and pyometra. M. haemocanis 

positives were also identified in immune suppressed dogs including i) a dog undergoing 

treatment with vincristine sulfate for a genital transmissible venereal tumor (Sticker 

Tumor), but showing no clinical signs of hemoplasma infection and a other dog having 

allergic dermatitis due to flea saliva on prednisolone for the control of itching at the 

time the positive result was obtained. Two positive bitches were pregnant, and despite 

the fact that one of them had a dystocia, both gave birth to healthy puppies. No 

organisms were seen on blood smears from infected dogs.  

Of the positive samples, two were obtained from healthy dogs admitted to 

the Veterinary Teaching Hospital of Universidade de Passo Fundo and housed in 

separate kennels; however, they had contact with other dogs. Other diagnoses observed 

among hemoplasma positive dogs included canine eclampsia, trauma (hit by car), 

idiopathic epilepsy, demodicosis and suspected infection by canine distemper virus 

(Table 3.). 
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Table 3. Characteristics of positive dogs by conventional PCR to M. haemocanis and 

‘Candidatus M. haemominutum’  

 Sample Age (years) Genderb Breed  Isolate Diagnosis  

 06 6  F Crossbreed Mhc Venereal transmissible tumor  

 38 9 F Pinscher CMhm Mammary Adenoma  

 28a 5 F Crossbreed Mhc Trauma and Dystocia   

 42 2.9 F Poodle Mhc Trauma  

 55 8 M Crossbreed Mhc Mange   

 61 14 F Crossbreed Mhc Ulcerated Mammary 
Neoplasm 

 

 69 10 F Poodle CMhm Intervertebral Disc disease  

 120 1.8 F Crossbreed Mhc Healthy  

 137 b 2 F Crossbreed CMhm Dystocia  

 141 12.6 F English 
Cocker 
Spaniel 

Mhc Pyometra  

 149 1.4 M Poodle Mhc Bite wound  

 158b 2 F Chow-chow CMhm Pyometra  

 153 5 F Golden 
Retriever 

Mhc Idiopathic epilepsy  

 203 17 M Crossbreed Mhc Testicular tumor  

 207 6.9 M Yorkshire Mhc Gastritis   
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 211b 7.2 F Poodle CMhm Pregnancy   

 215b 0.9 M Belgian 
Shepherd 

CMhm Canine Distemper   

 258 3 F Fox Mhc Puerperal tetany  

 282 6.3 F Crossbreed Mhc Healthy  

 321 6.7 F Shar-Pei Mhc Thoracic Mesothelioma  

 322 10 M Crossbreed Mhc Wound Bite  

 331 10 F Boxer Mhc Mast Cell Tumor  

 378 14 M Crossbreed Mhc Perianal malignant neoplasm  

 a samples that were obtained 16S RNA sequence. 

b CMhm samples was submitted do partial sequence analysis. 

c gender: F (female) and M (male). 

d Mhc (M. haemocanis) and CMhm (‘Candidatus M. haemominutum’) 

Sample 42 bone trauma automobilist accident sample 141 was been submitted to 
splenectomy before pyometra 

 

 

 

DISCUSSION 

The aim of this study was to determine the occurrence of and risk factors 

for hemoplasma infection in domestic dogs of southern Brazil using conventional PCR. 

In addition, the study assessed the clinical status of naturally infected dogs and 

correlated the infection with some diseases that were probable risk factors for the 

infection. Most of the Brazilian studies published to date have investigated hemoplasma 

infection in swine (GUIMARAES et al., 2007), domestic cats (MACIEIRA et al., 2008) 
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and wild species (VIEIRA et al., 2009). While single case reports of hemoplasmosis in 

Brazilian dogs are found in the annals of meetings, this is the first in-depth investigation 

of M. haemocanis infection in dogs. In Brazil, M. haemocanis has already been detected 

in the states of Rio Grande do Sul and Minas Gerais by qualitative assessment using 

stained blood smear and southeastern region (Paraná, São Paulo and Minas Gerais) in 

asymptomatic non-splenectomized dogs by conventional PCR (BIONDO et al., 2009). 

Coinfection with Babesia canis and other vector-borne diseases was also observed 

(TRAPP et al., 2006). In all referenced studies, the analyzed populations were small, not 

allowing for the determination of risk factors. Recently, M. haemocanis has been 

reported in the state of Pernambuco, northeastern Brazil, in one out of 205 dogs 

(RAMOS et al. 2010). 

In this study, the prevalence (6.4%) was lower compared with that 

obtained for southern France (WENGI et al., 2008), Mediterranean Europe 

(NOVACCO et al., 2010), northern Tanzania and Trinidad (BARKER et al., 2010) and 

Barcelona in Spain (ROURA et al., 2010); but higher compared with prevalence rates 

obtained for Switzerland (WENGI et al., 2008) and Japan (SASAKI et al., 2008). The 

difference between the prevalence rates obtained in the present study and in other 

studies is due to the geographic and climatic variation and to the type of sampled 

population. This fact had already been detected in Europe by NOVACCO et al. (2009) 

and this possibility has not been ruled out for Brazil because of the climatic variation 

across states, of which Rio Grande do Sul has the lowest temperatures. Because there 

are no other studies in Brazil, it is not possible to suggest that the low prevalence results 

from different climatic conditions, as verified in Europe. In consonance with that, lower 

winter temperatures have been suggested to be determinants of survival of the brown 

tick (Rhipicephalus sanguineus) in given times of the year in the state. 
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In a study published by Kemming et al. (2004b), the frequency of M. 

haemocanis infection was significantly higher in kennel dogs due to the survival of the 

vector and the possibility of other modes of transmission (e.g. oral and transplacental). 

In our study, the low prevalence can be explained by the fact that dogs are kept in 

private homes and few of them were from kennels. Given that the present study was not 

designed with this purpose, we cannot state that kennel dogs are more susceptible to 

hemoplasma infection. 

In China, ZHUANG et al. (2009) identified feline ‘Candidatus M. 

haemominutum’ by amplification of the 16S RNA gene using conventional PCR that 

had a 99% similarity to the agent reported for felines. In Brazil, the only report of an 

agent closely related to ‘Candidatus M. haemominutum’ was that of a dog in the state 

of Paraná (BIONDO et al., 2009). By comparing the sequences of ‘Candidatus M. 

haemominutum’ and of ‘Candidatus M. haematoparvum’ published in the GenBank, 

there is a difference of 17 base pairs between them and some difficulty in precisely 

determining the agent involved only by the sequence of the 16S RNA gene. The fact 

that we obtained a partial sequence hindered our analysis. However, our partial 

fragment revealed 97-98% similarity to ‘Candidatus M. haemominutum’ isolated in 

felines and 94-95% with ‘Candidatus M. haematoparvum’, allowing the identification 

of an organism similar to ‘Candidatus M. haemominutum’. 

The reamplification of PCR products was useful in the present study for 

expanding the detection level of ‘Candidatus M. haematoparvum’ and of ‘Candidatus 

M. haemominutum’ and detecting the presence of this species. Since these organisms 

have a low blood loads in the other species we hypothesized that the association with 

low bacteremia contributed to the necessity to use the reamplification. False-negative 

results were disregarded due to the fact that internal control was efficient in identifying 
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the presence of DNA in the samples. In the study, conventional PCR was not sensitive 

enough to detect both types of hemoplasma, suggesting that it is necessary to use a more 

sensitive molecular technique such as real-time PCR, as used in most studies for the 

detection of these hemoplasmas (KENNY, et al., 2004; WENGI et al., 2007; 

NOVACCO, et al., 2010; ROURA, et al., 2010). Nonetheless, we opted to use 

conventional PCR in our study because real-time PCR is not widely available in our 

setting. 

The frequency of M. haemocanis infection was higher than that caused by 

a similar agent to ‘Candidatus M. haemominutum’ (1.8%). In addition, there are no 

previous studies for comparison of these values because, as previously mentioned, this 

is the first report on the prevalence of hemoplasmosis in dogs in Brazil. Comparing the 

prevalence rates with that of the organism similar to ‘Candidatus M. haematoparvum’, 

most studies report a lower prevalence rate than that of M. haemocanis (NOVACCO et 

al, 2010; ROURA et al., 2010; WENGI et al., 2008), except for KENNY et al. (2004), 

who found the contrary after using real-time PCR. In the present study, the lowest 

prevalence for the organism similar to ‘Candidatus M. haemominutum’ can be 

attributed to the fact that the animals did not show any clinical signs of the disease and 

that they had low bacteremia. In dogs, ‘Candidatus M. haematoparvum’ was detected 

by quantitative PCR in a smaller amount (5.8 x 102 and 2.1 x 103 copies of DNA/mL) 

than those found for M. haemocanis (33 to 5.2 x 105 copies of DNA/mL) in Switzerland 

(WENGI et al., 2008). 

The prevalence of ‘Candidatus M. turicencis’ in particular, cannot be 

elucidated in our study. Further studies must be conducted to explain the prevalence of 

this organism in dogs and evaluated the ways of transmission. The first report of 

‘Candidatus M. turicensis’ infection in dogs was observed in south Brazil by 
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conventional PCR in 7 of 10 splenectomized dogs (SANTOS, 2008). The sequence 

analysis of the PCR fragment was closely related with feline hemoplasma and further 

information about this infection in dogs was not explained. 

The association between PCR-positive dogs and the contact with other 

animals, outdoor access, breed and gender was not observed in the present study. In line 

with later studies, the significant association between hemoplasma infection and 

exposure to the brown tick, fleas, or both was observed. The role of ticks in 

hemoplasma infection has been discussed since 1973 by SENEVIRATNA et al., and 

other studies has demonstrated that the presence of the tick is a risk factor for infection 

(ROURA et al, 2010). The information obtained from the clinical history of flea and 

tick infestation of dogs was not enough to determine whether flea infestation, as occurs 

with cats (HORNOK, et al., 2010), can be considered a risk factor for infection just as 

tick infestation is.  

Even though in the present study a very small amount of dogs was from 

or lived in commercial kennels, there was a correlation between infection and living 

conditions. In our case, dogs living in private homes are more likely to have the 

infection, even if they have limited access to the street and little contact with other 

animals. However, this can be a favorable environment for the survival of the vector and 

for the dissemination of hemoplasma. This finding runs counter to other studies, which 

found a positive correlation between kennel living and hemoplasma infection (PRYOR 

& BRADBURY, 1975; KEMMING et al., 2004b; NOVACCO et al., 2010). Owing to 

the low prevalence obtained and to the fact that most dogs investigated in the present 

study lived in private homes, it was not possible to check the finding of these authors. 

To define which factor could be more of a determinant for infection, it would be 

necessary to include a population of kennel dogs. 
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Hemoplasma-positive dogs were older and this risk factor can be 

attributed to the higher exposure to the tick, in addition to lower immunity, as the 

percentage of B lymphocytes and the immune markers that decrease with age (DATZ, 

2010). Unlike the finding of a previous European study (NOVACCO et al., 2010) in 

which the authors associated the fact that younger dogs were preferably infected by 

hemoplasma with more intense physical activity and with their provenance from 

kennels. 

The clinical signs of hemoplasma infection are usually perceived when 

there is immunossupression or after splenectomy (BRINSON & MESSICK, 2001; 

MESSICK, 2003; MESSICK & HARVEY, 2011). In the present study, no clinical signs 

associated with hemoplasma infection were observed. However, one splenectomized 

dog, due to spleen cancer, had persistent normocytic, normochromic and non-

regenerative anemia related to chronic renal failure. One dog positive for M. 

haemocanis was being treated with vincristine sulfate for a transmissible venereal tumor 

and did not show clinical signs of infection. 

The presence of diseases can be regarded as risk factor for hemoplasma 

infection (PRYOR & BRADBURY, 1975; KRAKOWKA et al., 1977; GETILLAT, 

1981; ROURA et al., 2010) as in certain situations (trauma and critical diseases) there 

may be immunossupression due to the action of cytokines produced by the tissues 

(DATZ, 2010). In our study, of the positive dogs, 21 had different diseases, but no 

significant association was found between the presence of non-infectious diseases and 

hemoplasma infection. In the case of co-infection by other tick-borne diseases, as 

verified by ROURA et al. (2010), there is a positive correlation with hemoplasmosis. 

Infections co-occurring with babesiosis (WRIGHT, 1971; KRAJE, 2001), Hepatozoon 

canis (RAMOS et al, 2010), erlichiosis and septicemias of nonspecific etiologies may 
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block the reticuloendothelial system leading to infection and to the appearance of 

clinical signs (LUMB, 1957; PRYOR & BRADBURY, 1975). However, in the present 

study, the presence of other tick-borne diseases was not investigated. Further studies are 

suggested to elucidate the role of co-infections in the pathogenesis of hemoplasma 

infection. 

In an attempt to identify clinical conditions that support hemoplasma 

infection in dogs, the relationship between infection and the presence of skin lacerations 

resulting from fights between dogs was analyzed. This finding is consistent with an 

Japanese study, when most dogs (Tosa dogs) infected by hemoplasmas (25/37) had a 

history of fighting episodes (SASAKI et al., 2008). As with the lack of studies 

confirming the role of saliva in infection, our observation will be a confounding bias 

because the presence of ticks in dogs with skin lacerations was observed. This 

hypothesis was considered because, although the association was positive, the Odds 

ratio value regards the presence of fights as protection factor for hemoplasma infection. 

Another clinical condition that could predispose to hemoplasma infection 

is the presence of neoplasias, both as a result of chemotherapy and of stress caused by 

chronic diseases or paraneoplastic syndromes, which reduce the number of immune 

defense cells. The statistical analysis showed that the diagnosis of cancer is a risk factor. 

However, as observed in the analysis of infection with skin lacerations, this correlation 

between infection and neoplasias may be influenced by age. 

 

CONCLUSION 

Our conclusion in the present study is that older dogs infested with fleas 

and ticks and which live in private homes are more susceptible to hemoplasma 

infection. Identification of the presence of arthropods in dogs confirms the assumption 



59 

 

that such vectors play an important role in the dissemination of infection. Contrary to 

what several studies demonstrated, environmental conditions, such as living in kennels, 

did not interfere with infection in our dogs. Nevertheless, it may be suggested that dogs 

which live in private homes without access to the street can be more easily 

contaminated by hemoplasmas. No dogs had clinical signs of hemoplasma infection, 

and clinical disorders are not risk factors for infection. Despite the association of dog 

fights and the diagnosis of neoplasias, neither factor was a risk factor as a consequence 

of a confounding bias that arose from the contact with arthropods and the age of dogs 

that must be evaluate in others studies. The present study also pointed out that 

conventional PCR might not be the best diagnostic method for ‘Candidatus M. 

haematoparvum’ and ‘Candidatus M. haemominutum’ considering that real-time PCR 

is still necessary to determine the prevalence of these agents.  
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4.2 Artigo 2 
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ABSTRACT 

Background: The hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are pleomorphic, 

epicellular, organisms that parasitize the erythrocytes of many species. In dogs, the 
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clinical signs are conditioned to factors such as the degree of bacteremia, concomitant 

diseases, immunosuppression and splenectomy. The laboratorial findings (i.e. 

hematological and biochemical parameters) on natural canine hemoplasma infection 

was not been investigated at most of canine hemoplasma studies published until now.  

Objective: The aims of the present study were to evaluate the hematological and blood 

biochemistry parameters associated with Mycoplasma haemocanis infection, to 

investigate the relation between infection and anemia, and to identify the variation of 

laboratory parameters in infection.  

Methods: A total of 313 blood samples were randomly obtained and assayed by 

conventional PCR for detection of canine M. haemocanis. Descriptive statistics and 

univariate analysis were used to determine the correlation between positive status and 

hematologic laboratory parameters, with a focus on anemia.  

Results: Counts of WBC, neutrophils, and monocytes were significantly correlated with 

the hemoplasma infection. All other hematological and biochemical parameters were 

normal in infected animals.  

Conclusions: Consistent with previous studies, anemic status was not correlated with 

hemoplasma infection. The significant correlation between infection and WBC counts 

was attributed to hemoplasma despite the fact that most of the dogs did not present 

concomitant inflammatory disease.  

 

Key words: anemia, hemotropic mycoplasmas, PCV, WBC count 

 

Introduction 

The hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are pleomorphic, 

epicellular, organisms that do not grow in conventional culture media and can parasitize 
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red blood cells of various species.1,2 Recently, following 16S rRNA molecular genetic 

studies, the hemoplasma species (previously Haemobartonella and Eperythrozoon) 

were renamed Mollicutes, genus Mycoplasma.3 Mycoplasma haemocanis (formerly 

Haemobartonella canis) has a widespread distribution and was first reported in 1928 in 

Germany.4 To date, 3 hemoplasma species have been described in dogs: ‘Candidatus 

Mycoplasma haematoparvum’5, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’6 and 

‘Candidatus Mycoplasma turicencis’.7 

The dog brown tick (Rhipicephalus sanguineous) is the identified vector 

for M. haemocanis, both in natural8 and experimental9 transmission. Blood 

transfusion1,10, splenectomy10,11, immunosuppression, concomitant clinical 

conditions4,12, and dog kennel rearing4,13, 14 are suggested risk factors for M. haemocanis 

infection.  

The acute disease is characterized by severe hemolytic anemia associated 

with intense bacteremia.15,16 Organisms in peripheral blood smears can be readily 

identified15-17, but clinical signs of chronic disease are not apparent.4,15,18 The acute 

disease can be apparent with concomitant splenectomy or immunosuppression.10,11,16 

Chronic infection can be associated with concurrent conditions such as ehrlichiosis, 

babesiosis, and septicemias of non-specific origins.1,4 These opportunistic infectious 

diseases could explain the lack of regulation failure of the immune response and the 

subsequent development of the disease.  

To date, most studies of M. haemocanis infection have evaluated risk 

factors with little focus on laboratory results and clinical signs. Hematological and 

biochemical findings are likely to vary and depend on the clinical stage of disease (i.e., 

acute or chronic).1 Reports on infection by M. haemofelis in cats showed that anemia 
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(evaluated by PCV) and the immunomediated anemia condition19 are not related to M. 

haemocanis natural infection.8,12 

The aims of the present study were to evaluate the hematological and blood 

biochemical parameters in Mycoplasma haemocanis infection as detected by PCR, to 

investigate the relation between infection and anemia, and to identify variation in 

laboratory parameters during the course of the disease in dogs. 

 

Materials and methods 

 A total of 329 EDTA blood samples were randomly obtained after routine 

hematologic and biochemical blood screening for veterinary diagnosis. All blood 

samples were obtained from dogs at the time of admission for diverse clinical causes to 

the Veterinary Teaching Hospital of the University of Passo Fundo (HV-UPF) in the 

period between August 2008 and September 2009. In all cases, clinical parameters were 

obtained by veterinarians and stored in the veterinary hospital database. The study was 

approved by UFRGS and the UPF Research Ethics Committee, having followed the 

ethical principles for animal experimentation of the Brazilian College of Animal 

Experimentation (COBEA). 

 Samples consisted of approximately 5 mL of blood submitted to the laboratory 

for hematological and biochemical analysis. Complete blood count (CBC), red blood 

cell count (RBC), white blood cell count (WBC), and hemoglobin were analyzed in a 

semi-automated counter (CELM CC 530, Barueri, São Paulo, Brazil). Packed cell 

volume (PCV) was evaluated by the microhematocrit method (Microhemato, FANEM, 

São Paulo, Brazil), and total plasma protein (TPP) was determined by refractometry. 

The mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration 

(MCH) were calculated. Blood smears were prepared and stained with Diff Quick 
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(Instant Prov, Pinhais, Paraná, Brazil) to perform leukocyte differential counts and 

estimated platelet counts on an optical microscope (1000×). The degree of anisocytosis 

and polichromasia were determined by semi-quantitative morphological methods.20 

 For biochemical analysis, non-anticoagulated samples were centrifuged at 5000 

g for 5 minutes for serum separation and refrigerated until use. Albumin, urea, 

creatinine, alanine aminotransferase, and alkaline phosphatase were measured by a 

semi-automated colorimetric method (Labquest, Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, 

Brazil). 

 After blood screening, 500 µL of EDTA blood sample was frozen at -2°C in 

Eppendorf tubes. Total DNA was extracted from 200 µL of EDTA blood with a 

commercial kit, used in accordance with manufacturer’s protocol (Generation Capture 

Column, Qiagen, West Sussex, United Kingdom). All DNA samples were frozen at -

20°C until molecular analysis at the Department of Comparative Pathobiology (School 

of Veterinary Medicine, Purdue University, IN). PCR of the GAPDH (glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase) gene was performed as an internal control and to identify 

PCR inhibitors.21 All negative samples from this PCR assay were not included in 

subsequent PCR analysis. 

 To detect M. haemocanis, a conventional PCR assay was performed using the 

following primers: Mhf F1 (5′ - GAC TTT GGT TTC GGC CAA GG - 3′) and Mhf R3 

(5′ - CGA AGT ACT ATC ATA ATT ATC CCT ′ 3′). These primers reliably detect 

feline M. haemofelis, a genetically closely related organism.22 Reaction with a final 

volume of 25 µL consisted of ultrafiltered autoclaved water, 1× Green GoTaq Flexi 

Buffer (Promega, Madison, WI, USA) (pH 8.5), 1.5 mM MgCl2, deoxynucleotide 

triphosphate (dNTPs) (Promega, Madison, WI, USA) at 0.2 µM, 1.25 U of GoTaq Flexi 

DNA Polymerase, primers (forward and reverse) at 10 µM each, and DNA template (5 
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µL). All reactions included a positive control of DNA obtained from a naturally infected 

dog and the negative control consisted ultrafiltered autoclaved water. Amplification was 

accomplished as follows: 2 min at 95°C, followed by 34 cycles of amplification (45 sec 

at 94°C, 30 sec at 53°C, and 30 sec at 72°C), and final extension for 5 min at 72°C, 

using a thermocycler (Eppendorf Mastercycler Gradient Thermocycler, Eppendorf 

Scientific, Inc., Westbury, NY). PCR products were analyzed by agarose gel 

electrophoresis and visualized with UV light (Epi Chemi II Darkroom, UVP, inc., 

Upland, CA, USA). To confirm the identity of positive samples, the hemoplasma 

universal primers set was used to amplify 16S RNA by PCR. The amplicon was purified 

and sequenced to compare with sequences previously deposited in GenBank. 

 For all hematological and biochemical variables, descriptive statistics were 

calculated using statistical software (Excel 2007 for Windows and SPSS 15.0 - 

Statistical Package for the Social Sciences for Windows, SPSS, Inc. Chicago, IL, USA). 

To analyze differences between laboratory parameters and positive and negative PCR 

samples, a Mann-Whitney test followed by a Kolmogorov-Smirnov test was performed. 

For analysis of correlation between hemoplasma infection and anemia through PCV, 

RBC count, and hemoglobin in EDTA blood samples, data were dichotomized into 

normal and below reference values, followed by the Pearson Chi-square test and Fisher 

Exact Test when appropriate. Additionally, all hematologic and biochemical values 

were dichotomized into categorical variables on the basis of normal and abnormal and 

subjected to the Pearson Chi-square test and Fisher Exact Test when the value on the 

contingency table was less than 5. Variables that show p ≤ 0.05 were considered 

significant. 

 

Results 
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 Sixteen out of 329 initial samples were negative for the GAPDH gene in a 

conventional PCR assay and were excluded from the study. Using conventional PCR for 

M. haemocanis, 17 positive samples (5.13%) were observed. All were subsequently 

verified as positive by sequencing of the 16S RNA gene to confirm 100% similarity to 

M. haemocanis previously described in Europe.23 

 The positive samples showed higher WBC counts, higher segmented neutrophil 

counts, and lower monocyte counts (p < 0.05) compared to negative samples. All 

hematologic parameters from positive samples were within the reference range (Table 

1).  

In positive samples, anisocytosis and polychromasia were observed in 23.5% 

(4/17) and 47.1% (8/17), respectively, as evaluated by the blood smear semi-

quantitative method. In anemic dogs (52.9% of positive samples), nucleated red blood 

cells characteristic of regenerative anemia were not observed. One sample with 

nucleated red blood cells was obtained from a splenectomized dog that was diagnosed 

with splenic neoplasia 2 months earlier. The anemia in that case was classified as 

normocytic and hypocromic, and Mycoplasma sp. organisms attached to erythrocytes 

were not verified. At sampling this dog did not demonstrate clinical signs compatible 

with hemoplasmosis.  

The dichotomized analysis showed that non-anemic status occurred in most of 

the dog blood samples (188/331), and 9 of 17 positive dogs (52.9%) were considered 

anemic by PCV values. A correlation between positive status and anemia was not 

detected based on RBC, PCV, and hemoglobin values. 

Not all cases had a complete set of biochemical values. From a total of 313 

blood samples, values of albumin and ALT were determined in 178 cases, creatinine in 
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161 cases, urea in 204 cases, and ALP in 226 cases. No correlation between 

M.haemocanis positive status and biochemical parameters was observed (Table 2.). 

 

Discussion 

 The present study aimed to identify the laboratory findings in M. haemocanis 

natural infection in samples obtained from household dogs that had been admitted to a 

veterinary teaching hospital for various reasons. Hematological and biochemical values 

were compared with positive status that was determined by conventional PCR with an 

internal control (GAPDH gene). Although most of the positive dogs were anemic, a 

significant correlation between anemia and positive status was not verified. This 

observation is in agreement with previous European studies.8,12,24,25 

 In positive dogs, PCV, RBC, and hemoglobin values were normal as compared 

to reference values. Thus, in chronic and unapparent infection, anemia was not 

identified in positive dogs, contrary to what is observed in feline hemoplasma infection. 

In M. haemofelis infection, low regenerative anemia was identified in the beginning of 

the infection and was concomitant with retroviral diseases such as feline 

immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia virus (FeLV).26 In contrast, the 

mechanism of anemia in hemoplasma positive dogs is currently unclear. A recent 

English study failed to identify positive dogs in a group with immune-mediated 

hemolytic anemia using Coomb’s Test.19 This observation suggests that an unknown 

mechanism causing anemia in hemoplasma infection in dogs must be further 

investigated.  

 The mechanism of clinical signs of hemoplasma infection is similar to non-

hemotropic mycoplasmas. Like non-hemotropic mycoplasmas, the severity of the 

disease is dependent on the host immune response, since there is auto-antibody 
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production induced by infection.27 In hemoplasma infection, this condition was well 

verified in dogs with autoimmune hemolytic anemia confirmed by Coomb’s positive 

test.11,16 Likewise, the severity of clinical and laboratory signs is dependent on the 

degree of parasitemia in the hemoplasma infection.16 For these reasons, we hypothesize 

that low parasitemia in asymptomatic dogs in the present study was insufficient to 

induce clinical signs and the resulting anemia.18,22 

Conventional PCR is a specific and sensitive assay for hemotropic mycoplasma 

diagnosis18, but it is not quantitative, as is real-time PCR. Previous studies that have 

identified the blood loads of hemoplasma in dogs, arriving at values greater than the 

other canine hemoplasma, the ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’.23,25 In the 

present study, the quantitative PCR was not performed; smear evaluation was used to 

identify the presence of the organisms in RBCs. Blood smear evaluation did not detect 

hemoplasma in RBCs in any positive dog, consistent with a low parasitemia state in 

which the organism is not observed.15 Notably, most of the case studies published until 

now have described acute infection only in immunossupressed or splenectomized dogs 

that presented intense parasitemia in blood smears.4, 10 

 The present study was the first to relate leukocyte parameters to hemoplasma 

infection in dogs. M. haemocanis-positive dogs had significantly higher WBC and 

neutrophil counts than did negative dogs. However, all values were in the normal 

reference range. This leukogram could be associated with a chronic inflammatory 

response induced by chronic infection in positive dogs.28 Concomitant clinical 

conditions were not presented in the present study, but were found to make no 

significant contribution to the leukocyte responses (unpublished data). The only 

previous reports regarding leukograms in hemoplasma positive dogs discussed 

persistent eosinophilia and anemia in experimental dogs.4 
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 No difference in biochemical parameters between positive and negative dogs 

was observed in the present study. Previous reports showed low total plasma protein in 

acute hemoplasma infection in dogs. Perhaps the observed low prevalence of 

hemoplasma infection in our sample partially explains the absence of a relation on 

biochemical and hematologic parameters.  

  

Conclusion 

The results of the present study indicate that laboratory exams may not detect 

hemoplasma infection in dogs. Contrary to the situation in cats, anemia status was not 

related to hemoplasmosis, and the observed leukocyte response was associated with 

chronic inflammation due to M. haemocanis infection. Further studies are needed to 

investigate the influence of M. haemocanis on canine erythrocyte metabolism and its 

role in chronic hemoplasmosis.  
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Table 1. Hematologic parameters (median and range) from M. haemocanis (Mhc) 

positive and negative blood samples and hematological reference range.  

Parameter 
Mhc positive (n=17) 

Median (range) 

Mhc negative (n=296) 

Median (range) 
Reference range§ 

RBC (×106/µL) 5.6 (2.7–8.9) 5.7 (1.1–12.4) 4.9–8.3 

Hemoglobin (g/dL) 12.5 (6.8–19) 13.4 (1.7–24.3) 12.2–18.8 

PCV (%) 37.9 (20–57) 40 (6.0–73) 36.7–56.4 

MCV (fL) 69.7 (46.1–86) 71.7 (6.7–144.5) 57.4–82.3 

MCH (%) 32.9 (29.7–35) 33.4 (25.3–49.3) 31.6–35.8 

WBC (/µL) 16405.9* (5000–40900) 12651 (1300–62000) 4687–14815 

Bands (/µL) 78.5 (0–522) 89.5 (0–7032) 0–38 

Segmented (/µL) 13856.1* (3500–36810) 10001 (754–53606) 2484.6–10406.1 

Eosinophils (/µL) 651.1 (0–2045) 429.2 (0–6006) 0–1744.7 

Lymphocytes (/µL) 1614.7 (296–4064) 1585.9 (0–9324) 311.9–4105.2 

Monocytes (/µL) 205.6* (0–492) 538.4 (0–5580) 0–809.3 

TTP (g/dL) 6.68 (4.4–8.8) 6.4 (3.2–11) 5.51–7.7 

Platelets (×103/µL) 292.13 (102–648) 254.52 (20–696) 200–600 

§ Laboratory reference range obtained from healthy dogs. 

*  Significant difference indicated by Mann-Whitney test between positive and negative 

samples, p < 0.05.  
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Table 2. Biochemical parameters (median and range) in M. haemocanis (Mhc) positive 

and negative blood samples, number of dogs, and biochemical reference range.  

Parameter Dogs Mhc positive Dogs Mhc negative Reference 

Albumin (g/dL) 11 28.8 (18–45) 167 30 (12–42) 26–33 

Creatinine (mg/dL) 7 1.1 (0.7–3.8) 154 0.9 (0.4–6.4) 0.5–1.5 

ALT (UI/L) 7 58 (19–275) 171 53.9 (14–292) 21–86 

BUN (mg/dL) 11 54.3 (10–206) 193 42.5 (12–243) 21.4–59.9 

FAS (UI/L) 13 81.35 (41–148) 213 111.6 (17–518) 20–156 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O presente estudo referiu a primeira investigaçao da frequencia e dos fatores de 

risco para infecção pelos hemoplasmas em cães no Brasil onde até o presente momento, 

apenas dados referentes aos organismos que afetam os felinos têm sido estudados. 

Houve uma grande dificuldade em comparar os dados apresentados, pois a maioria das 

informações foi publicada em anais de congressos ou os resultados eram baseados na 

observação dos organismos em esfregaços sanguineos corados. 

 Embora os resultados verificados no estudo tenham fornecido informações a 

respeito da epidemiologia, diagnóstico e condições clínicas da hemoplasmose em cães, 

ainda há muitos aspectos a serem avaliados e considerados na infecção em cães no 

Brasil. Acredita-se que através dessa primeira avaliação possa ser dada importância para 

os estudos das doenças transmitidas por vetores, como pulgas e carrapatos, no Sul do 

Brasil.  

Desde que os hemoplasmas são incultiváveis em meios de cultura 

convencionais, o diagnóstico preferencialmente deve ser feito através da PCR ou outras 

técnicas moleculares. Para detecção desses organismos, a PCR pode ser considerada o 

“gold standard”, no entanto, a limitação identificada no presente estudo foi com relação 

à redução da sensibilidade para detecção em animais assintomáticos e que 

provavelmente apresentam baixa bacteremia. Essa observação foi constatada pelo fato 

da PCR convencional não ter sido sensível o suficiente para detecção dos hemoplasmas 

felinos e do canino ‘Candidatus M. haematoparvum’. No caso do ‘Candidatus M. 

haemominutum’, houve a necessidade de reamplificar os produtos da PCR para que a 

identificação dos cães positivos pudesse ocorrer. Atualmente, a maioria dos estudos tem 

considerado a PCR em tempo real para detecção dos hemoplasmas em cães 

assintomáticos. Além da possibilidade do acompanhamento da quantidade de DNA do 

organismo na circulação é uma técnica mais sensível para detecção. Com relação à 

especificidade, como os organismos são muito semelhantes geneticamente, a construção 

das sondas é baseada na composição filogenética dos hemoplasmas que afetam os 

felinos. Uma das grandes limitações para a difusão dessa técnica no Brasil é o custo 

elevado. 

Ainda com relação à detecção do ‘Candidatus M. haemominutum’ nos cães do 

presente estudo, ainda há necessidade de investigações adicionais para que se possa 

diferenciar o organismo verificado do já conhecido ‘Candidatus M. haematoparvum’. O 
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sequenciamento do fragmento de 170pb demonstrou ser muito mais similar (97-98%) ao 

organismo que afeta os felinos do que com o ‘Candidatus M. haematoparvum’. Apenas 

com o resultado apresentado no primeiro artigo não há como sugerir ser o mesmo 

‘Candidatus M. haemominutum’ que parasita os felinos ou tratar-se de uma nova 

espécie em cães. No Brasil, os relatos de infecção pelo ‘Candidatus M. haemominutum’ 

são mais consistentes do que pelo ‘Candidatus M. haematoparvum’.  

 O ‘Candidatus M. turicencis’ que já foi detectado em cães esplenectomizados 

não pode ser verificado no presente estudo. A ausência de resultados foi atribuída tanto 

à baixa bacteremia, já identificada em felinos, quanto à presença do baço. Na infecção 

pelo M. haemocanis estudos da década de 1950 referem que o baço possui um fator 

protetor para infecção pelo hemoplasma. A PCR convencional falhou na detecção desse 

organismo em cães não esplenectomizados e sugere-se a necessidade da utilização de 

técnicas moleculares mais sensíveis para que o diagnóstico seja possível de ser 

realizado. 

 

A baixa prevalência pode estar relacionada ao tipo de população amostrada e a 

situação climática. Até então, a maioria dos estudos refere que cães nascidos e mantidos 

em canis eram mais predispostos a adquirir a infecção. No entanto, foi constatada uma 

prevalência significativa em cães domiciliados sugerindo que mesmo sem ter contato 

com outros animais e não possuindo acesso a rua, a infecção pode existir. Com essas 

afirmativas, a hipótese de contaminação intrauterina pode ser considerada um fator de 

infecção nesse caso. No entanto, não houve como verificar essa suposição que há muito 

vem sido discutida nos estudos da hemoplasmose em cães. 

Assim como já discutido em estudos americanos e europeus, o carrapato marrom 

é o vetor da hemoplasmose em caes. No entanto, ainda não se conseguiu verificar o 

papel da infestação por pulgas na infecção pelos hemoplasmas caninos e felinos. Desde 

que em gatos, o M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ podem ser 

transmitidos pela pulga, acredita-se que em cães essa via de transmissão também possa 

estar ocorrendo. Para isso, deve-se considerar a avaliação da presença do DNA dos 

micoplasmas nos vetores. 

A condição imune do hospedeiro interfere no desenvolvimento dos sinais 

clínicos embora no presente estudo, a ausência de correlação entre a situação de doente 

e a presença de hemoplasma tenha sido verificada. Enquanto em felinos, a maioria dos 

estudos relaciona a infecção com as doenças retrovirais, em cães ainda há dúvidas sobre 
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quais as condições clínicas são determinantes para a infecção e o desenvolvimento dos 

sinais clínicos. Os estudos avaliando as condições imunológicas dos cães infectados 

naturalmente devem ser conduzidos. 

A transmissão pela saliva, determinada pela presença de lacerações cutâneas 

ocasionadas por interação animal, já havia sido identificada, no entanto, a maioria dos 

estudos apenas considera os fatores isolados na interpretação dos resultados. A 

interferência de dois fatores que fortemente colaboram para infecção como a idade 

avançada e a presença de contato com vetores podem, na maioria das vezes, ocasionar 

interferência nos resultados levando a interpretações equivocadas.  

 Na patologia clínica, as variações dos parâmetros não podem sugerir a presença 

de infecção. Uma vez que os sinais são inaparentes e algumas vezes inespecíficos 

(anorexia e hipertermia), tais exames não auxiliam os clínicos na determinação da 

hemoplasmose na fase crônica.  
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7. ANEXOS 

Comprovante de submissão do Artigo 2 para o Veterinary Clinical Pathology 
Journal 

 

 


