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RESUMO

A casuistica de agentes transmitidos por vetores possui uma elevada ocorréncia na clinica de
pequenos animais. A regido Centro-Oeste do Brasil apresenta uma elevada deteccdo de
patdgenos transmitidos por vetores que possuem carater zoondtico. Sabendo disso, existe uma
necessidade de monitoramento para implementacao de medidas de prevencao e controle das
mesmas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca e o contato prévio de Bartonella sp. e
Ehrlichia sp. em caes e gatos atendidos na clinica veterinaria da Universidade Anhanguera
Uniderp no ano de 2019. Foram utilizadas 93 amostras de caes e 45 de gatos. As amostras de
sangue total e soro foram coletadas de animais atendidos na rotina da clinica universitaria —
Anhanguera Uniderp. Dos 93 caes examinados, 71(76%) amostras de soro foram reagentes para
RIFI de Ehrlichia canis e em 30 amostras de sangue foram detectavel DNA de Ehrlichia sp.,
com uma prevaléncia total de 78% de caes positivos para erliquiose. As andlises dos modelos
estatisticos demonstraram que cdes machos, jovens com trombocitopenia e anemia sao
sugestivos de testagem positiva para Ehrlichia sp. O DNA de Bartonella sp. nao foi detectado
em nenhuma amostra de cdo, contudo houve uma soroprevaléncia de 12% (11/93), sendo o
primeiro trabalho a relatar a exposicdo de cdes para Bartonella henselae na cidade Campo
Grande, MS. Com relagdo aos gatos, das 45 amostras de sangue, uma testou positivo na
deteccdo de DNA de Ehrlichia sp., e de 30 amostras de soro analisadas por RIFI, 3 (10%) foram
sororreagentes. Trinta amostras de soro de gatos foram testadas para RIFI de Bartonella
henselae, com uma soroprevaléncia de 40% (12/30), enquanto o DNA de Bartonella sp. foi
detectado em 5 (11%) de 45 amostras analisadas. Por falta de dados nenhum sinal clinico ou
alteragdo hematologica foi comparado ao resultado dos gatos positivos. Esses resultados
demonstram uma ocorréncia alta de erliquiose em caes na populagdo estudada e a exposigao de
animais domésticos da cidade de Campo Grande - MS a Bartonella sp., ainda pouco estudada
no estado, assim como a identificacao dos gatos positivos para o DNA de Bartonella sp. alertam
para o risco de transmissdo desta zoonose aos humanos.

Palavras-Chave: diagndstico; bartonelose; erliquiose; pequenos animais; zoonose



ABSTRACT

The casuistry of vector-borne agents has a high occurrence in small animal clinics. The Center-
West region of Brazil presents a high detection of pathogens transmitted by vectors that have
zoonotic character. Knowing this, there is a need of monitoring for the implementation of
prevention and control measures. The aim of this work was to evaluate the presence and
previous contact of Bartonella sp. and Ehrlichia sp. in dogs and cats seen at the veterinary clinic
of Anhanguera Uniderp University in the year 2019. Ninety-three samples from dogs and 45
from cats were used. The samples of whole blood and serum were collected from animals seen
in the routine of the Clinic of the Anhanguera Uniderp University. Of the 93 dogs examined,
71(76%) serum samples were reagent to IF1 of Ehrlichia canis and in 30 blood samples
Ehrlichia sp. DNA was detectable, with a total prevalence of 78% of positive dogs for
erliquiosis. Analysis of statistical models showed that young, male dogs with thrombocytopenia
and anemia are suggestive of a positive test for Ehrlichia sp. DNA from Bartonella sp. was not
detected in any dog sample, but there was a seroprevalence of 12% (11/93). This is the first
study to report the exposure of dogs to Bartonella henselae in Campo Grande, MS. Regarding
cats, from 45 blood samples, one tested positive for Ehrlichia sp. DNA and from 30 serum
samples analyzed by IFL, 3 (10%) were seroreagent. Thirty serum samples from cats were tested
for RIFI for Bartonella henselae, with a seroprevalence of 40% (12/30), while Bartonella sp.
DNA was detected in 5 (11%) of 45 samples analysed. Due to lack of data no clinical signs or
haematological alterations were compared to the results of the positive cats. These results show
a high occurrence of erliquiosis in dogs in the studied population and the exposure of domestic
animals in the city of Campo Grande - MS to Bartonella sp., still little studied in the state, as
well as the identification of cats positive for Bartonella sp. DNA, alert to the risk of
transmission of this zoonosis to humans.

Keywords: diagnosis; bartonellosis; ehrlichiosis; little animals; zoonosis
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1. INTRODUCAO

Doengas tropicais negligenciadas sdo caracterizadas como endémicas em populacdes
de baixa renda e sdo causadas por agentes infecciosos e parasitas. Desse grupo de doengas 17%
sao transmitidas por vetores, levando 700 mil pessoas a 6bito por ano (OMS, 2018). Regides
de clima tropical e subtropical favorecem a manutencao desses vetores, possibilitando a
permanéncia e/ou aparecimento desses patdgenos.

A bartonelose ¢ descrita como uma doenga negligenciada, com um sabido aumento no
numero de casos humanos, sem uma perspectiva da incidéncia devido a ndo notificagdo, e
assim, sendo excluida das suspeitas clinicas. O diagnostico necessita de uma padronizagao, para
se determinar uma técnica que seja eficiente e de resposta rapida.

A erliquiose em contrapartida nas clinicas veterindrias possui um lugar de destaque
nas suspeitas e diagnosticos clinicos, sendo parte dos atendimentos mais descritos em caes na
rotina médica.

Bartonelose e erliquiose sdao doencas zoondticas, com diferentes manifestacdes
clinicas de acordo com a espécie acometida, bartonelose em humanos pode levar a 6bito, na
maioria dos casos gatos ¢ assintomatica, nao deixando de ser importante sabendo que o gato
doméstico € quem mantem a doenga e transmite ao homem, sendo a populagcdo de animal de
companhia que mais cresce no Brasil. No ano de 2021, segundo o Instituto Pet Brasil (IPB), a
populacao de animais domésticos foi estimada em 149,6 no Brasil, sendo os caes com 58,1
milhoes de individuos, as aves canoras em segundo, com 41 milhdes, os gatos em terceiro lugar,
com 27,1 milhdes. No estado de Mato Grosso do Sul (MS), na cidade de Campo Grande,
segundo o censo de 2022 feito pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) existem 287.768
animais de estimagdo, sendo 224.563 caes e 63.205 gatos.

Apesar dessa populagdo crescente de animais de companhia, existem poucos trabalhos
que relatam a presenca de doengas causadas por Bartonella sp. € Ehrlichia sp. no estado de MS.
Mais informagdes sobre essas bactérias sdo necessarias para estabelecer qual a verdadeira
realidade de adoecimento e morte relacionados a esses agentes, conseguir definir métodos de
diagnostico que facilitem o dia a dia e sejam acessiveis, e por meio do conhecimento da
incidéncia e prevaléncia em determinadas populagdes estudadas, fortalecer acdes integradas
efetivas para o controle e prevengao dessas doengas.

Esse estudo e outros desenvolvidos por diferentes profissionais da area da saude,
demonstram a presenca de duas doencas consideradas importantes no Brasil, e refor¢a a
relevancia ao meio ambiente, o impacto para a saide animal, consequentemente de grande

interesse para a saude publica, dando foco a satide tnica.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Bartonella spp.

O género Bartonella é composto de pequenas bactérias cocobacilos Gram-negativas,
aerdbias, pertencente ao subgrupo alpha-2 da classe Proteobacteria, familia Bartonellaceae
(BRENNER et al., 1993; ROLAIN et al., 2004). Originalmente descrito pelo médico Alberto
Leonardo Barton Thompson em 1909, como agentes que infectam os eritrocitos (TORTORA
et al., 2017; GANDHI et al., 2017), geralmente causando bacteremia cronica e ciclica em seus
hospedeiros (MADA et al., 2022; TORTORA et al., 2017; DEHIO, 2004; DINIZ et al., 2016).
Apresenta caracteristicas peculiares como crescimento fastidioso, precisam de um
enriquecimento nutricional e de atmosfera com 5% de gés carbonico (PITASSI et al., 2015;
MAGGTI et al., 2005; LYNCH et al., 2011).

Essas bactérias conseguem inibir a apoptose de células endoteliais colonizadas,
alterando componentes da membrana externa. Permanecem nos eritrocitos sem causar a
hemolise da célula, favorecendo sua permanéncia no organismo do hospedeiro sem ser
detectada pela resposta imune e ainda conseguem diminuir a eficiéncia dos tratamentos
instituidos (GREENE, 2015; DINIZ et al., 2016; PITASSI et al., 2015).

Sao doengas emergentes, reconhecida mundialmente como zoonose e causadoras de
doengas em humanos, como a doencga da arranhadura do gato (DAG), endocardite, angiomatose
bacilar (AB), peliose bacilar (PB) e disfun¢des neurologicas (MAGGI et al., 2021).

Atualmente o género Bartonella possui 50 espécies e 7 subespécies (Quadro 1) segundo
a lista de nomes procarioticos com base na nomenclatura (List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature — LPSN, 2019), e ainda espécies a serem definidas sendo
classificadas como “Candidatus”. Felideos, canideos e roedores sdo considerados os principais

reservatorios (STAGGEMEIER et al., 2010; KRUGEL et al., 2022).
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Quadro 1. Espécies, hospedeiros, potenciais vetores de Bartonella spp.

ESPECIE HOSPEDEIRO VETOR REFERENCIA
Bartonella bacilliformis Humano Flebotomineos Strong et al., 1913
Bartonella quintana Humano Piolho Schmincke 1917
Bartonella rochalimae Canideos, guaxinins, raposa Eremeeva et al. 201]
vermelha, ratos, humano )
Bartonella henselae Gato, humano, cdo Pulgas Regnery et al. 1992
Bartonella clarridgeiae Gato, cdo Pulgas Lawsonlzr;cé Collins
Bartonella elizabethae Ratos, gatos, cées Pulgas Daly et al. 1993
Bartonella vinsonii Welch et al. 2000
- Bartonella vinsonii Camundongos Carrapatos
subsp. arupensis

- Bartonella vinsonii , Kordick et al. 1996
subsp. berkhoffii Canideos Carrapatos

- "Bartonella vinsonii . Breitschwerdt et
subsp. berkoffii" Cao Carrapatos al. 1995

- Bartonella vinsonii ; Weiss and Dasch

: . Camundongos Acaro 1982

subsp. vinsonii

-"Bartonella vinsonii Chulte Fischedick et

o Roedores - al. 2016
subsp. yucatanensis

Bartonella koehlerae Gatos Pulgas Droz et al. 2000

"Bartonella koehlerae Ledes o d Pul Chomel et al. 2016

subsp. bothieri" gueparcos wigas

-"Bartonella koehlerae N . Chomel et al. 2016

subsp. boulouisii” Leoes e linces Pulgas
Bartonella acomydis Roedores - Sato et al. 2013
Bartonella alsatica Coelho Desconhecido Heller et al. 1999
Bartonella ancashensis Humano - Mullins et al. 2015
Bartonella apis Mel de abelhas - Kesnerova et al. 2016
"Bartonella australis" Canguru - Fournier et al. 2007

Bartonella birtlesii

Roedores, musaranhos

Bermond et al. 2000

Bartonella bovis

Bovinos, alce

Bermond et al. 2002

Bartonella callosciuri Roedores - Sato et al. 2013
Bartonella capreoli Cervideos - Bermond et al. 2002
Bartonella chomelii Bovinos - Maillard et al. 2004
Bartonella Gundi et al. 2009
. . Roedores -
coopersplainsensis
Bartonella doshiae Roedores - Birtles et al. 1995
"Bartonella dromedarii” Dromedario - Rasis et al. 2014
Bartonella florencae Musaranhos ) Mediannikov et
al. 2014
Bartonella florenciae Musaranho ) Mediannikov et
al. 2014
Bartonella fuyuanensis Roedores - Lietal. 2016
'‘Bartonella gabonensis Roedor ) Mangombi et
al. 2020
Bartonella grahamii Roedor - Birtles et al. 1995
Bartonella heixiaziensis Roedores - Lietal. 2016
Bartonella jaculi Roedores - Sato et al. 2013
Bartonella japonica Roedores - Inoue et al. 2010
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Bartonella kosoyi Roedor - Gutiérrez et al. 2020
Bartonella krasnovii Roedor - Gutiérrez et al. 2020
"Bartonella massiliensis" Carrapato Carrapato Me(glanzr:)ilfzv et
"Bartonella mastomydis" Roedores - Dahmani et al. 2018
"Bartonella muris" Roedores - Mayer 1921
Bartonella pachyuromydis Roedores - Sato et al. 2013
Bartonella peromysci Roedores - Birtles et al. 1995
"Bartonella phoceensis" Roedores - Gundi et al. 2004
Bartonella queenslandensis Roedores - Gundi et al. 2009
Bartonella rattaustraliani Rato - Gundi et al. 2009
"Bartonella Gundi et al. 2004
. e Rato -
rattimassiliensis"
"Bartonella refiksaydamii" Musaranho - Celebi et al. 2022
"Bartonella saheliensis" Roedor - Dahmana et al. 2020
Bartonella schoenbuchensis Bovinos, alce, cor¢a, veado - Dehio et al. 2001
Bartonella schoenbuchii Veado - Dehio et al. 2001
Bartonella senegalensis Roedores ) Mediannikov et
al. 2014
Bartonella silvatica Roedores - Inoue et al. 2010
Bartonella talpae Roedores - Birtles et al. 1995
"Bartonella tamiae" Roedores - Kosoy et al. 2008
Bartonella taylorii Roedor - Birtles et al. 1995
Bartonella tribocorum Rato - Heller et al. 1998
"Bartonella weissii" Gato, bovino, ) Breitschwerdt et
al. 2001

2.1.1. Epidemiologia

O género Bartonella ¢ de ampla distribuicdo geografica, com relatos de casos isolados

ou estudos epidemiologicos em diversas partes do mundo. As espécies B. quintana e B.
henselae estao presentes ao redor do mundo porque possuem hospedeiros (humanos e gatos) e
vetores (piolhos de corpo e pulgas) também com distribuicao mundial (CHOMEL et al., 2004;
JACOMO et al., 2002). As espécies mais relatadas infectando animais de companhia sdo B.
clarridgeiae, B. elizabethae, B. henselae, B. koehlerae, B. quintana, B. rochalimae e B. vinsonii
berkhoffii, podem causar doenga grave em caes e gatos e possuem carater zoonotico
(ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2018; BREITSCHWERDT, 2017).

Nao existem dados disponiveis suficientes para determinar a exata incidéncia ou
prevaléncia da bacteremia causada por Bartonella sp. (CHOMEL et al., 2004). Bartonella
henselae ¢ frequentemente descrita em gatos, menos comumente em caes € humanos no mundo
todo. Estudos sorologicos em gatos s3o mais comuns, € em caes a investigacao da exposi¢ao ao
agente ¢ menos realizada, Nos EUA encontrou-se uma soroprevaléncia de B. vinsonii berkhoffii

em cdes de 36% e 52% quando coinfectados por FEhrlichia canis ou Babesia canis,
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respectivamente, muito superior quando avaliado em caes somente sororreagentes para
Bartonella spp. Com 3,6% (ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2018; PAPPALARDO et al.,
1997).

Na Europa, as taxas de prevaléncia variam muito de acordo com a espécie investigada
e regido estudada (ROURA et al., 2018; BAXARIAS et al., 2018; OTRANTO et al., 2017).
Paises da Africa, Asia, Australia, Américas do Norte ¢ do Sul tem principalmente relatos e
levantamentos epidemioldgicos que demonstram a presenga de B. henselae, B. clarridgeiae e
B. koehlerae em diferentes espécimes de mamiferos domésticos como gatos e silvestres
(BESSAS et al., 2016; SWITZER et al., 2013; DYBING et al., 2016; FLEISCHMAN et al.,
2015a; DRUMMOND et al., 2018). Em caes ocorre uma diversificacdo de espécies de acordo
com a regido estudada. Encontrada em todas as regides estudadas estdo B. clarridgeae, B.
henselae, B. vinsonii berkhoffii. As espécies como B. rochalimae, B. elizabethae, B. bovis, B.
koehlerae, B. grahamii, B. quintana, B. taylorii, foram descritas em diferentes regides do
planeta em cdes (PROBOSTE etal., 2015; SUH et al., 2017; LASHNITS et al., 2018; MULLER
et al., 2018).

No Brasil, na regido metropolitana do estado do Rio de Janeiro em um levantamento
sorologico e molecular foi demonstrado a presenca de Bartonella henselae em 75% dos gatos
domésticos estudos (SOUZA et al., 2017), contudo, espécies como Bartonella clarridgeiae e
Bartonella koehlerae podem ser encontradas infectando gatos domésticos (RAIMUNDO et al.,
2022). Em trabalho realizado em Campinas (SP), utilizando PCR de dupla amplificacdo, o DNA
de Bartonella sp. foi detectado em 76,8% (86/112) dos gatos estudados (DRUMMOND, 2012).
No parque estadual da Serra da Tiririca, no Rio de Janeiro, Bartonella henselae e B.
clarridgeiae foram detectados em 24.7% (22/89) dos gatos testados (SILVA et al., 2019).
Bartonella clarridgeiae e Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii foram descritas em canideos
silvestres em cativeiro no estado de Sao Paulo (FLEISCHMAN et al., 2015b). No estado de
Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, ja foi demonstrada a presenca de Bartonella bovis em

bovinos e bufalos, assim como em ectoparasitas (GONCALVES et al., 2020).

2.1.2. Transmissao e Ciclo bioldégico
A transmissao de Bartonella henselae ao homem ocorre por mordedura, arranhadura ou
lambedura de animais infectados (Figura 1), transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos

(LAMAS et al., 2008; GREENE, 2015; MAGGI et al., 2021).
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Artropodes vetores como Flebotomineos (Lutzomyia verrucarum, Lutzomyia
peruensis), piolhos (Pediculus humanus corporis), pulgas (Ctenocephalides felis), carrapatos
(Ixodes pacificus, Ixodes ricinus) estdo envolvidos na transmissdo de diferentes espécies de
Bartonella aos animais (DINIZ et al., 2016; STAGGEMEIER et al., 2010; GUPTILL, 2010).

A pulga do gato Crtenocephalides felis ¢ mundialmente descrita como vetor para B.
henselae (LEMOS, 2013). A transmissdo para o gato ocorre pela transferéncia de pulgas de um
gato infectado para outro gato ndo infectado e por inoculagdo intradérmica de fezes das pulgas
que se encontram no pelame do animal ou entre os dedos dos animais, provocando
contaminacao de feridas cutaneas (Figura 1). Nao ha comprovagdo da transmissao por brigas
ou contato direto entre gatos, como na copula, a simples presenca de um gato infectado e um

sadio coabitando ndo confere um fator de transmissao (GUPTILL, 2010).
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Figura 1. Ciclo de transmissdo Bartonella henselae. (A) Transmissdao para o gato por meio
das fezes a pulga Ctenocephalides felis. (B) Transmissao para o humano por meio da mordida
ou arranhadura de gatos infectados.

19



2.1.3. Aspectos clinicos
Caes e gatos podem permanecer assintomaticos toda a vida durante o periodo de
infec¢do. E comum em levantamentos epidemioldgicos que se encontre animais reativos nos
exames soroldgicos. Alguns mostram sinais clinicos brandos e transitorios. A gravidade dos
sinais clinicos varia de acordo com a cepa envolvida no processo infeccioso (GUPTILL,
2010).

Alteragdes hematologicas como diminui¢do de leucdcitos por neutropenia, anemia,
plaquetas baixas e um aumento significativo de eosinofilos pode ser observado em gatos com
bartonelose. O aumento da globulina pode ser um indicador da infecgao. Esta hiperglobulinemia
pode ser associada a bacteremia prolongada provocada por este agente que desencadeia uma
cascata pro-inflamatoria (WHITTEMORE et al., 2012).

Em gatos os sinais clinicos conhecidos sdo relatos de casos clinicos esporadicos como
uveite, febre, estomatite e distirbios no trato urinario, distirbios neurologicos e febre em gatos
submetidos a estresse tempordrio, como procedimentos cirurgicos (GREENE, 2015;
BREITSCHWERDT, 2008).

As manifestacoes clinicas da infec¢ao por Bartonella spp. em caes variam de subclinicas
a doenca sistémica grave, semelhante ao que ocorre nos humanos, como endocardite,
miocardite, comprometimento renal ou disfuncdo hematolégica (GREENE, 2015;
BREITSCHWERDT, 2008). Deve-se suspeitar de bartonelose em caes quando houver
anormalidades cardiacas, principalmente envolvendo a valvula adrtica, febre intermitente,
letargia, claudicagdo inexplicavel ou doenca granulomatosa inexplicada (BREITSCHWERDT
et al., 2004). Anemia, trombocitopenia, leucocitose neutrofilica e eosinofilia, sdo achados em
caes sororreagentes para B. vinsonii berkhoffii (BREITSCHWERDT et al., 2004). Todavia,
animais assintomaticos ou com alteragdes pouco perceptiveis sdo a maioria dos casos (SILVA

etal., 2019).

2.1.4. Diagnostico
O diagnostico para bartonelose em animais precisa ser mais bem estabelecido. Analises
por cultura, reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou em reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), s@o comumente utilizados (BREITSCHWERDT, 2008). Amostras biol6gicas como
fragmentos de tecidos, secre¢des coletadas de lesdes podem ser utilizadas para ensaios

moleculares (STAGGEMEIER et al., 2010).
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A RIFT ainda ¢ considerada o padrao-ouro para o diagnéstico de infecg¢do recente ou
cronica. Caes apresentam titulos altos de anticorpos e tem influéncia de diferentes antigenos de
Bartonella sp. (CHOMEL et al., 2004). Entretanto, a sorologia para Bartonella sp. ¢ limitada
pelas reagdes cruzadas com diferentes espécies, € outros géneros, como Coxiella e Chlamydia.
Assim, a interpretagdo do resultado soroldgico precisa ser cuidadosa e com base,
preferencialmente, em soroconversao, utilizando amostras de sangue pareadas (LAMAS et al.,
2008; ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2021).

Os métodos moleculares constituem a forma mais eficiente e rapida, com sensibilidade
e especificidade elevadas, no diagnostico de Bartonella sp. (GUTIERREZ et al., 2017). Apesar
dos esforgos, ainda ndo existe um consenso sobre o melhor conjunto de primers e condigdes

usadas na PCR para o diagnoéstico de Bartonella sp.

2.1.5. Importancia na Satide Publica

As espécies Bartonella henselae, B. quintana e B. bacilliformis sdo frequentemente
associadas a diversas manifestagdes clinicas em humanos. Entre essas, Bartonella henselae é a
principal espécie transmitida dos gatos para humanos (STUTZER e HARTMANN, 2012).

Dentro das diferentes espécies ja detectadas em humanos temos também manifestagdes
clinicas variadas que vao desde artrite ou nddulos em pele a sintomas oculares como retinite
multifocal ou neurolégicos levando a encefalopatia e coma, que irdo ocorrer ou ndo, de acordo
com o hospedeiro (BOULOUIS et al., 2005).

A febre das trincheiras relatada em soldados na Europa, febre de Oroya descrita em 1870
no Peru em trabalhadores ferroviarios, sdo exemplos de que essa bactéria vem ao longo dos
anos causando doencas em pessoas em diferentes regides do mundo (MADA et al., 2022).

A doenca da arranhadura do gato (DAG) tendo como principal agente a bactéria B.
henselae, ¢ uma infecgdo zoondtica que leva 12.000 pacientes a procura de hospitais e 500 a
necessitarem de internagdo nos Estados Unidos por ano (NELSON et al., 2018).

Individuos imunocompetentes normalmente niao exibem sinais clinicos, mas quando
presentes, caracterizam uma infec¢ao autolimitada. No Brasil existem trabalhos demonstrando
a soroprevaléncia em individuos sauddveis como em Piau, Minas Gerais, onde 437 soros foram
testados demonstrando 13% de soroprevaléncia. Por outro lado, individuos
imunocomprometidos sdo mais gravemente acometidos. Trabalhos com detec¢ao de DNA em
40,5% (60/148) de cardiopatas em uma populacao provenientes do Brasil e Argentina (COSTA
et al., 2005; CORREA et al., 2012).
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Bartonelose ¢ uma doenca considerada negligenciada entre os profissionais da saude,
devido as inimeras formas de manifestacio da doenga serem similares a outras doencas,
podendo variar de alteragdes dermatologicas como urticaria, reagdes granulomatosas ao
agravamento de doengas como hanseniase, hepatite, anemia falciforme, cardiomiopatias, ndo
sendo colocada no diagnostico diferencial e consequentemente ao tratamento adequado (LINS
et al., 2019; DRUMMOND et al., 2022). O controle de vetores como Pediculus humanus
humanus precisa ser colocado como de necessidade basica por 6rgaos publicos, principalmente
em populacdes vulneraveis como moradores de rua, que estdo susceptiveis aos ectoparasitas e
os patogenos que transmitem (FACCINI-MARTINEZ et al., 2023). Deve ser tratada como uma
doenca que necessita de monitoramento, visto que pesquisas demonstram a presenga da bactéria
em populagdes saudaveis como doadores de sangue, sendo um risco potencial para a
transmissao dessas bactérias a pessoas em condi¢des imunossupressoras (PITASSI et al., 2015;

LINS et al., 2019).

2.2. Ehrlichia spp.

A familia Anaplasmataceae ¢ constituida de bactérias Gram-negativas, intracelulares
obrigatorias que parasitam leucdcitos, eritrocitos, células endoteliais e plaquetas, na qual o
género Ehrlichia sp. foi incluido a partir de 2001, sendo retirado da familia Rickettsiaceae
(DUMLER et al., 2001). Podem infectar inimeros hospedeiros como ruminantes, equideos,
felideos, roedores, canideos e até o humano, no entanto, animais domésticos, como cao e gato
e ainda mamiferos silvestres como coiotes, raposas e chacais sdo mais comuns (SAINZ et al.,
2006; GREENE, 2015). Baseado na sequéncia RNA ribossomal 16 S e outros genes (groESL
operon e genes de proteina de superficie), o género Ehrlichia sp. foi reorganizado e atualmente
consiste de cinco espécies: E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, ¢ E. ruminantium
(VIEIRA et al., 2011).

Ehrlichia spp. ¢ uma pequena bactéria cocobacilos pleomodrficos que necessitam de
outras células para sobreviver como, as células de defesa. Elas se multiplicam apds infectar o
hospedeiro por meio da picada do vetor. No baco ou na medula 6ssea o microrganismo ou corpo
elementar infecta progenitores das linhagens mieloide e monocitica, replicando-se, e levando a
um agrupamento no interior da célula hospedeira, que se assemelha a uma amora, sendo

denominado mérula (LEMOS, 2013; GREENE, 2015).
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A erliquiose ¢ descrita desde a década de 30, contudo, s6 se tornou importante apos o
obito de uma numerosa quantidade de caes militares norte-americanos, durante a guerra do
Vietnd. Nos anos 80, houve uma suspeita de infeccdo de humanos por riquétsias, sendo
descartada. Mais tarde, em 1991, foi identificada como causa Ehrlichia chaffeensis e definida
como causadora da erliquiose monocitotropica humana (VIEIRA et al., 2011). No Brasil, E.
canis foi relatado pela primeira vez em cades da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais
(COSTA etal., 1973).

Ehrlichia canis ¢ a espécie mais descrita e de maior importancia, contudo, novas
espécies podem ser identificadas, fazendo-se necessario monitoramento por meio de antigenos
diferentes. Estudo em caes nas regides do Pantanal brasileiro, demonstram que, varias espécies
de carrapatos podem ser vetores para Ehrlichia minasensis, tornando sua capacidade de

disseminagao alta (MELO et al., 2021).

2.2.1. Epidemiologia

Ehrlichia canis é conhecida por sua alta morbidade e mortalidade em caes, ¢
cosmopolita, sendo sempre relatada na Asia, Africa, Europa ¢ Américas. Em estudos
desenvolvidos nos Estados Unidos levando em consideracao a perspectiva temporal da doenca,
os estados do Alabama, Texas, Colorado e Minnesota tem maiores chances de ter cdes
infectados pela doenga (GETTINGS et al., 2020). A Australia considerada um pais de livre de
casos de erliquiose detectou em 2020 caes infectados pelo agente provenientes de Kununurra
(NEAVE et al., 2022).

A presenga de espécies de Ehrlichia ja foi descrita em cdes domésticos nas cinco regides
brasileiras: nordeste, nos estados de Pernambuco, Ceard, Alagoas e Bahia (OLIVEIRA et al.,
2020; FONSECA et al., 2022; SOUZA et al., 2010; LABARTHE et al., 2003), norte: nos
estados de Rondonia e Para; Sul: Parana e Rio Grande do Sul; Sudeste: Sdo Paulo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro; Centro-Oeste: Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (AGUIAR et al.,
2016; DAGNONE et al., 2009). Entre as regides brasileiras, a Sul apresenta as menores taxas
de caes soropositivos (TAQUES et al., 2020a).

A maior parte dos casos ocorre no verdao, quando os vetores sao abundantes, mas, a

doenga pode ocorrer o ano todo em taxas de prevaléncia menores (GREENE, 2015).
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2.2.2. Transmissao e Ciclo biolégico

O cao ¢ infectado com E. canis, no momento do repasto sanguineo pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus. Ehrlichia canis infecta os leucdcitos mononucleares, formando as
inclusdes citoplasmaticas, denominadas morulas (Figura 2) (MINUZZO e¢ DUTRA DA
SILVEIRA, 2020; DANTAS-TORRES, 2008).

Os principais vetores para Ehrlichia sp. sdo carrapatos, especialmente os géneros Ixodes,
Dermacentor, Rhipicephalus ¢ Amblyomma (RYMASZEWSKA & GRENDA, 2008). No
Brasil o carrapato Rhipicephalus sanguineus ¢ descrito como vetor de eleicdo, vulgarmente
conhecido como carrapato marrom do cdo, vive bem em locais fechados, se adaptando a
moradia dos caes. No carrapato a transmissao ¢ transestadial (entre as fases de vida), mas nao
transovariana (da fémea para o ovo). Ehrlichia sp. causa infeccdo persistente em seus
hospedeiros vertebrados, o que permite que eles sejam reservatorios da infeccdo (GREENE,

2015; UENO et al., 2009).
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Figura 2. Ciclo de transmissdo Ehrlichia canis. (A) Transmissdo para o cdo através da picada
do carrapato Rhipicephalus sanguineus. Durante o repasto sanguineo a bactéria ¢ inoculada,
fagocitada por células mononucleares, dentro das células os corpusculos elementares dao
origem as morulas. (B) Transmissdo de E. canis para o carrapato Rhipicephalus sanguineus. O
carrapato possui um ciclo heteroxeno, necessitando de trés hospedeiros. Nao ocorre transmissao
transovariana, a larva se torna infectada ao se alimentar de um hospedeiro infectado.
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2.2.3. Aspectos clinicos

A infeccdo em animais se inicia como uma doenca febril de origem desconhecida,
podendo apresentar sinais clinicos de severidade variada. Dentre os achados laboratoriais mais
comuns estdo a trombocitopenia, acompanhada de leucopenia, linfopenia, anemia, e aumento
em enzimas hepaticas, devido a lesdao hepatica de algumas espécies (LEMOS, 2013;
BERGEY'S, 2005).

Na fase aguda, os sinais clinicos presentes no animal compreendem febre, perda de peso,
anorexia, letargia, mucosas palidas, hepatomegalia, linfonodomegalia, equimoses, epistaxe,
secrecdo ocular e sinais menos frequentes incluem diarreia, vomitos, tosse e alopecia
(SILVEIRA et al., 2018; DANTAS-TORRES et al., 2018; TAQUES et al., 2020b; NAKAGHI
et al.,, 2008). A infec¢do subclinica pode perdurar por meses ou anos, ocorrendo apenas
alteracdes hematologicas e ser frequentemente fatal em caes (BERGEY'S, 2005).

Burton e colaboradores (2020) observaram o desenvolvimento de doenca renal cronica
em caes positivos para Ehrlichia sp. A evolugdo para a fase cronica pode ser severa e grave,
levando eventualmente a morte do animal por infecg¢@o secundaria ou por hemorragia. Portanto,
o diagnostico deve ser realizado o mais rapido possivel, antes que a doenga progrida para se ter

melhores perspectivas no prognostico (BURTON et al., 2020).

2.2.4. Diagnostico

O diagnostico da erliquiose baseado na apresentagdo clinica do paciente e achados
laboratoriais ¢ algo que ocorre em clinicas médicas veterindrias, mas, o diagndstico definitivo
deve ser baseado na utilizagdo de métodos laboratoriais como, sorologias, testes rapidos ou
moleculares (TAQUES et al., 2020b).

Esfregacos sanguineos para avaliacdo e diagndstico parasitoldégico ainda sao muito
utilizados e apresentam um auxilio no diagndstico (SILVEIRA et al., 2018). As morulas
observadas em leucocitos confirmam o diagnoéstico da erliquiose (LEAL et al., 2012).

Existem diversos teste comerciais soroldgicos para erliquiose, métodos de detecg¢ao por
meio de proteinas de repeticdo em Tandem (TRP), estdo sendo avaliados para diagnostico
(TAQUES et al., 2020a). Nakagui et al., (2008), nao encontrou diferengas estatisticamente
significativas na utilizacdo dos testes para deteccdo de anticorpos Reagdo da
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e DotELISA, variando em torno de 60 e 70% de

positividade.
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O elisa 4 Dx10O teste Plus tem alta sensibilidade e especificidade e testes de
imunocromatografia de diversas empresas diferentes que possibilitam a realizagdo de triagem
da doenga (OLIVEIRA etal., 2021). Atualmente a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
¢ o teste mais utilizado para pesquisa de anticorpos anti-E. canis. A técnica de molecular por
PCR detecta o DNA de Ehrlichia sp. durante a fase aguda. Os métodos moleculares estao sendo
bem utilizados na clinica veterinaria, a PCR ja se tornou um meio de diagnodstico comum e
desempenha um papel importante no diagndstico de agentes infecciosos (PIRES E ALVES,
2015).

2.2.5. Importancia na Saude Publica

A erliquiose ¢ uma doenga de grande poder de disseminacdo, devido as caracteristicas
ambientais favordveis no territorio brasileiro para manutencao e proliferagdo dos vetores. Por
ser de carater zoondtico, gera um alerta a necessidade de controle dos vetores nos animais € no
ambiente, e uma importancia na saude publica,

A erliquiose monocitica humana (EMH) ¢ uma doenga de notificagdo nos Estados
Unidos, com diversos casos de doentes e Obitos registrados por ano, alguns casos linfo-
histiocitose hemofagocitica (HLH) associada ao EMH podem levar a uma taxa de mortalidade
de 17,6% e grande parte dos casos sdo pessoas imunocompetentes e pediatricos (HAMMOUD
et al., 2023). No Brasil, temos evidéncias sorologicas de Ehrlichia sp. em humanos, na regiao
Centro Oeste do pais e em cervo-do-pantanal a detecgao do DNA de Ehrlichia chaffeensis, que
vem a ser a espécie causadora de EMH (VIEIRA et al., 2011).

A presenca de Ehrlichia sp. em carrapatos Amblyomma sculptum e Amblyomma
ovale coletados de animais silvestres, que também parasitam caes e humanos, chama a atenc¢ao
por ser a principal espécie incriminada na disseminagdo de doengas zoonoticas (SANTANA et
al., 2022). Contudo, desde 1989 existem relatos de parasitismo humano por parte do carrapato
Rhipicephalus sanguineus, principal espécie transmissora de Ehrlichia sp. e presente em caes
(GODDARD, 1989). Desde 2006 relatos de parasitismo do R. sanguineus em humanos vem
sendo relatados no Brasil (DANTAS-TORRES, 2010), nos estados de Pernambuco e Rio
Grande do Sul (DANTAS-TORRES et al., 2006; MENTZ et al., 2016), bem como no estado
de Mato Grosso do Sul, na cidade de Campo Grande (Acosta et al., 2017).
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3. OBJETIVOS
3.1.1. Objetivo geral

Analisar a ocorréncia de infec¢des por Bartonella sp. e Ehrlichia sp., em animais domésticos
atendidos na Clinica Veterinaria da Universidade Anhanguera-Uniderp, Campo Grande, Mato

Grosso do Sul.
3.1.2. Objetivos especificos

e Investigar a presenga do DNA de Bartonella sp. € Ehrlichia sp., em amostras de sangue
de caes e gatos, utilizando ferramentas moleculares;

e Detectar a presenga de anticorpos anti-Bartonella henselae e anti-Ehrlichia canis;

e Identificar aspectos laboratoriais e clinicos dos animais infectados e formular um

padrao.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Desenho do estudo
Trata-se de um estudo transversal para determinar a soroprevaléncia por Bartonella sp.
e Ehrlichia sp., bem como a bacteremia por PCR convencional, em caes e gatos atendidos por
demanda espontanea na Clinica Veterinaria da Universidade Anhanguera-Uniderp, Campo

Grande, Mato Grosso do Sul (MS).

4.2. Consideracoes éticas
O estudo teve a aprovagio pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), conforme

protocolo n. 3058/2018 da Universidade Anhanguera- UNIDERP.

4.3. Local do estudo
A Universidade Anhanguera-Uniderp possui uma Clinica Veterinaria para desenvolver
aulas praticas para atender a necessidade educacional dos graduandos do curso de medicina
veterinaria. Desta forma, a grande demanda de atendimentos de cdes e gatos na rotina do

hospital foi considerada suficiente para desenvolvimento da pesquisa.
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4.4. Selecao dos animais e coletas das amostras

Entre os meses de setembro a dezembro de 2019, foram obtidas amostras por
conveniéncia durante o acompanhamento dos médicos veterinarios clinicos nas consultas de
caes e/ou gatos. No caso dos gatos, como a solicitacdo de check-up completo se direciona a
minoria dos atendimentos, amostras de gatos coletadas em anos anteriores, que tinham feito
apenas hemograma ou somente teste rapido para o virus da imunodeficiéncia felina e o virus da
leucemia felina (FIV/FELV), foram incluidos no projeto. Os termos de autorizacdo do tutor e
dados de identificagdo e prontuario clinico dos pacientes, contendo outros exames realizados e
seus resultados, foram obtidos com autorizacdo da direcdo da clinica veterindria da
Universidade Uniderp. Caes que teriam amostras de sangue coletadas para realizagao de perfil
basico foram selecionados como participantes do projeto. Essa solicitacdo inclui a realizacao
de hemograma completo, para avaliagao do volume globular (VG), contagem de hemacias (He),
dosagem de hemoglobina (Hb), proteinas totais (PPT), plaquetas, leucograma e bioquimicos
basicos como alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) para avaliagdo hepatica,
creatinina e ureia para avaliagdo renal e proteinas totais e separadas em albumina e globulina.
Durante a consulta, tanto de caes como de gatos, foi realizada a verificagcdo da temperatura,
onde, animais com aferi¢des acima de 39,2 graus eram considerados febris, ainda foi averiguado
se o animal tinha ectoparasitas por inspe¢ao visual e, caso afirmativo, estes foram coletados e
armazenados em alcool 70% para futura identificacdo. As amostras de sangue foram coletadas
pelo médico veterinario responsavel pela consulta e encaminhadas ao laboratorio de patologia
clinica da prépria clinica escola. De acordo com a suspeita do clinico responsavel, testes rapidos
jé& eram feitos no momento da consulta, como, teste rapido para leishmaniose, teste rapido para
erliquiose, teste rapido para cinomose e parvovirose. Em relagdo aos gatos, o teste para detecg¢ao
de FIV/FELV poderia ser solicitado. Apds a utilizagdo das amostras para as analises solicitadas
pela clinica médica, uma aliquota de sangue ¢ uma de soro foram separadas e armazenadas em
freezer -20C, até o inicio das andlises do projeto. Duas categorias de idade foram consideradas,
filhote até um ano, e outra acima de lano foram adultos. A partir dos dados de procedéncia do

animal foi possivel determinar a localizacao e obter a distribuicao dos caes (Figura3).

4.5. Metodologia Laboratorial

4.5.1. Testes hematologicos e bioquimicos
As amostras de sangue total coletadas em tubo com EDTA, foram processadas de

forma manual para realizacdo do hemograma completo compreendendo contagem de
leucécitos, avaliagdo do volume globular, indice ictérico e proteinas totais por

espectrofotometro. O esfregaco sanguineo era feito com uma gota de sangue de cada amostra
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para visualizacdo e contagem diferencial de células, plaquetas e pesquisa de hemoparasitas.
Uma lamina por amostra era corada com o kit corante panotico rapido.

As dosagens dos exames bioquimicos séricos foram feitas mediante analisador semi
automatico bioquimica Bioplus® Bio 200. Essas analises foram realizadas no laboratério de
patologia clinica da clinica veterindria da Universidade Uniderp pela técnica e patologista

responsaveis.

4.5.2. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
A andlise sorolégica para Bartonella henselae foi realizada no Laboratério de
Imunoparasitologia, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo. A andlise
sorologica para Ehrlichia canis foi realizada na Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiaba,

Mato Grosso.

4.5.2.1. Bartonella henselae

As reagdes de imunofluorescéncia foram realizadas conforme previamente
estabelecido (HENN et al, 2007). Resumidamente, as amostras de soro dos caes foram diluidas
(1:64) em PBS e 10 puL foram adicionadas na cavidade da lamina contendo cultura de celular
com o antigeno de B. henselae (ST9 - FURQUIM et al., 2021). Ap6s a incubagao da lamina em
camara imida por 30 minutos a 37°C, foram realizadas trés lavagens com PBS. Depois de secas,
as laminas foram incubadas por 30 minutos a 37°C com o conjugado (KPL) anti-IgG de cao
(1:32) acoplado ao isotiocianato de fluoresceina e diluido com PBS e Azul de Evans.
Posteriormente, realizou-se novamente trés lavagens com PBS + 0,01% de Tween 20. Por fim,
as laminas foram montadas com laminulas, com adi¢do de glicerina tamponada, e analisadas
em microscopio equipado com luz fluorescente (Olympus, BX-FLA). Amostras de soro de

gatos (FURQUIM et al, 2021) foram utilizadas como controles negativos e positivos.

4.5.2.2. FEhrlichia canis
As laminas foram confeccionadas conforme descrito por Aguiar et al. (2007b) no
Laboratorio de Virologia e Rickettsioses do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Mato Grosso. Os isolados de E. canis utilizados na confec¢do das laminas foram as cepas
Cuiaba e Sao Paulo (AGUIAR et al, 2013). Os antigenos foram produzidos em cultivo de
células DH82 em meio de cultivo Dulbecco’s, Modified Eagle’s (Sigma Aldrich®) acrescido
de 5% de soro de bezerro (Bovine Calf Serum — BCS; Hyclone ®) mantidos em estufa com 5%

de CO2 a 37°C (AGUIAR et al, 2007b). A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi
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realizada a partir de células DH82 com os isolados supracitados separadamente, em laminas de
imunofluorescéncia, como descrito por Aguiar et al. (2007), cultivadas no Laboratério de
Virologia e Rickettsioses (LVR) do HOVET-UFMT. Os soros foram diluidos inicialmente a
1:40 (MELO et al., 2011, BRAGA et al., 2013) em PBS (pH 7,2) e aplicadas em laminas
contendo antigeno previamente fixado. Em cada lamina foram incluidos soros controles nao
reativo (controle negativo) e reativo (controle positivo). Apds aplicacdo das amostras, as
laminas foram incubadas por 30 minutos a 37°C em camara umida, seguida por lavagem em
solucao salina tamponada - PBS (pH 7,2). Depois da secagem em temperatura ambiente, foi
adicionado conjugado de cabra anti-IgG cdo e anti-IgG gato (Sigma-Aldrich®) na diluicao
recomendada pelo fabricante. As ldminas foram novamente incubadas a 37°C por 30 minutos
em camara umida, lavadas em PBS (pH 7,2) por 10 minutos e submetidas a secagem.
Posteriormente, foi adicionado glicerina nas laminas (pH 8,5) que foram examinadas em
microscopio (objetiva de 40x) de epifluorescéncia Axio Scope.Al (Carl Zeiss®, Alemanha) na
objetiva de 40x. Amostras que apresentaram fluorescéncia a partir da dilui¢do de 1:40 foram
consideradas reagentes (MELO et al., 2011, BRAGA et al., 2013), estas foram sucessivamente

diluidas na razao dois com objetivo de obter o titulo final.

4.5.3. Analises moleculares
As amostras de sangue com EDTA coletadas foram armazenadas em freezer -20C no
Laboratorio de Biologia Molecular e Aplicada (Universidade Anhanguera-Uniderp/Campo
Grande, MS). Todas as etapas do processamento foram realizadas nas instalagdes de nivel de
biossegurancga 2 (NB2).
A extragdo de DNA, PCR convencional e eletroforese foram realizadas nas instalagdes
da Universidade Anhanguera-Uniderp, campus Agrarias ¢ Embrapa Gado de Corte, setor de

sanidade animal, em laboratérios de nivel de biosseguranca 2 (NB2), em Campo Grande-MS.

4.5.3.1. Procedimento de extracdo de DNA

A extracdo foi realizada utilizando a técnica por coluna com o kit PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen®), conforme o protocolo do fabricante com algumas modificagoes.
Em 200ul de sangue com EDTA em temperatura ambiente, foram adicionadas 20ul de
proteinase K e 20ul de RNAse A, respectivamente, com 15 segundos de intervalo entre elas e
homogeneizagao em vortex. Apos dois minutos de incubacao em temperatura ambiente, foram
adicionados 200ul de Tampao lise (Pure Link Genomic Lysis/Buffer- Invitrogen®), vortex por

15 segundos, incubagdo em banho maria a 55°C por no minimo 50 minutos. Ao fim da
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incubagado 200ul de alcool 99% foram adicionados ao lisado, vortex por 15 segundos. O volume
total era colocado em um tubo de coluna/coletor (Aproximadamente 640pul), para centrifugacao,
foi realizada em velocidade de 11.000 RCF por 1 minuto e 40 segundos. Ao fim de cada
centrifugacao o tubo foi descartado e a membrana transferida a um novo tubo coluna. A segunda
centrifugacao foi realizada com 500ul de Wash 1, pelo mesmo tempo e rotacdo da primeira.
Foram adicionados 500ul de Wash 2 e centrifugados em velocidade maxima por 3 minutos e
40 segundos. Apods o descarte da coluna a membrana foi transferida para eppendorf de 1,5 onde
foi realizada a eluicao para posterior criopreservacao do DNA extraido. Nessa tultima etapa S5ul
de Elution Buffer foram adicionados, incubou-se por 1 minuto em temperatura ambiente, a
centrifugacao foi realizada em velocidade méxima por 2 minutos e 10 segundos. Essa etapa foi
realizada duas vezes para que se tenha um volume final de aproximadamente 100ul de DNA

extraido e o produto extraido foi armazenado no freezer -20C.

4.5.3.2. Procedimento PCR convencional
4.5.3.2.1. Proteina de ligacdo aos retinoides inter-fotorreceptores (IRBP)

PCR para gene IRBP: Para verificagdo da presenga de DNA de mamifero apos a
realizacao das extragdes, foi utilizado o gene endogeno da proteina de ligacao aos retindides
inter-fotorreceptores (IRBP), IRBP-CF-FWD (5'-TCCAACACCACCACTGAGATCTGGAC-
3") e IRBP-CF-REV (5'-GTGAGGAAGAAATCGGACTGGCC-3") (FERREIRA et al., 2010),
com o tamanho de fragmento de 227pb. A amplificacdo foi feita com um volume final de 25ul.
Sendo a reagdo composta por 14,11ul de dgua livre de nucleases (Ludwig®), 2,5ul de Tampao
10X PCR -MgCI2 (Ludwig®), 0,75ul de Cloreto de Magnésio 50 mM MgCl2 (Ludwig®), 0,5
de desoxinucleotideos (15mM de cada desoxinucleotideos trifosfato), 1ul de cada primer
10mM, 0,2ul de Platinum Taq DNA Polimerase (Ludwig®), 5ul de DNA. A reagdo foi
realizada no termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystem®). As ciclagens
foram de 1 ciclo a 95°C por 4 minutos, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto e 72°C por 5 minutos. Todas as PCRs tiveram um volume final
de 25ul. Em cada PCR foi utilizado um controle negativo € um ou mais controles positivos de

morcego ja validado no laboratorio.

4.5.3.2.2. Bartonella sp.
Para aumentar a sensibilidade e especificidade da PCR convencional para pesquisa de
Bartonella sp., utilizamos dois pares de primers para diferentes genes alvo. Para pesquisa de

Bartonella sp. foram utilizados os primers para o gene htrA CATl 5'-
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GATITCAATTGGI'TTGAA (G and A) GAGGCT-3' and CAT2 5'-TCACATCACCAGG (A
and G) CGTATTC-3', que tem um tamanho do fragmento de 414 pb. A reacdo consiste em
14,3ul de agua livre de nucleases, 2,5ul de Tampao 10X PCR -MgCl2 (Invitrogen®), 0,75ul
de Cloreto de Magnésio 50 mM MgCI2 (Invitrogen®), 0,25ul de desoxinucleotideos (20mM
de cada desoxinucleotideos trifosfato), 1ul de cada primer, 0,2ul de Platinum Taq Polimerase
(Invitrogen®) e 5ul de DNA. O termociclador utilizado foi o MJ Mini Personal Thermal Cycler
(Bio-Rad®). Os ciclos de temperaturas da PCR utilizaram uma desnaturagdo inicial por 5
minutos a 95°C e 35 ciclos repetitivos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 52°C, 45 segundos
a 72°C e 7 minutos de extensao final a 72°C (adaptado de ANDERSON et al, 1994). Em cada
PCR foi utilizado um controle negativo € um ou mais controles positivos. Um segundo par de
primer foi selecionado para a regido intergénica do gene 16S-23S (ITS, intergenic transcribed
spacer) 325s (5-CCTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG-3") e 1100as (5'-
GAACCGACGAC CCCCTGCTTGCAAAGC A-3"). O tamanho do amplicon obtido da regiao
16S-23S ITS ¢ dependente das espécies. A mistura de reagentes utilizada na PCR foi igual a do
primer catl/cat2. Os ciclos iniciaram-se em 95°C por 31 minutos, uma repeti¢do de 55 ciclos
em 15 segundos por 94°C, 15 segundos por 66°C, 30 segundos por 72°C e uma extensao final

de 5 minutos por 72°C (OTEO et al, 2017).

4.5.3.2.3. Ehrlichia sp.

Para deteccao do DNA de Ehrlichia sp. foi utilizado o par de primers EHR16SD (5°-
GGT-ACC-YAC-AGAAGA-AGT-CC-3") e EHR16SR (5’-TAG-CAC-TCA-TCGTTT-ACA-
GC-3’), para o alvo 16S rRNA. Pode ser utilizado para pesquisa de vérias espécies de Ehrlichia
sp. incluindo E. canis INOKUMA; RAOULT; BOUQUI, 2000). O mix utilizado na reagao foi
composto por 2,5ul de Tampao 10X PCR -MgCl2 (Invitrogen®), 0,75ul de Cloreto de
Magnésio 50 mM MgCI2 (Invitrogen®), 0,25ul de desoxinucleotideos (20mM de cada
desoxinucleotideos trifosfato), 0,6pul de cada primer, 0,2ul de Platinum Taq Polimerase
(Invitrogen®) e 5ul de DNA, 4gua ultrapura para um volume final de 25ul. Em cada PCR foi
utilizado um controle negativo € um ou mais controles positivos.

A amplificacdo foi realizada no termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied
Biosystem®), com inicio na desnaturagdo a 95° por 5 minutos, 35 ciclos de 95° por 30 segundos,
53° por 45 segundos e 72 por 45 segundos e uma extensao final de 72° por 5 minutos. O produto

final obtido foi de 345pb.

4.5.3.3. Eletroforese em Gel de Agarose
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Para visualizagao da amplificagao foi utilizada eletroforese em gel de agarose variando
entre 1,5%, e tampao TBE 10X (Ludwig®). 8ul do produto amplificado foi utilizado e
misturado a 2pul do carregador BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X) (Invitrogen®). Para
coloragdo dos acidos nucleicos Unisafe Dye® (Uniscience), Sul/100ml de TBE 1X. Um peso
molecular de 100pb DNA ladder foi usado e os produtos amplificados foram foto documentados

digitalmente no transiluminador L Pix Touch Loccus®.

4.6.  Anadlise de dados

Para cada patdégeno em caes e gatos, valores de prevaléncia e de intervalo de confianga
95% (95% IC) foram calculados para cada teste realizado (sorologia / PCR), bem como para o
agregado dos dois testes, utilizando o modulo ‘prevalence’ (DEVLEESSCHAUWER et al.,
2014) no software R v4.1.3 (R CORE TEAM, 2022). Modelos Lineares Generalizados foram
utilizados para entender como os resultados do teste sorolégico e da PCR podem estar
relacionados com caracteristicas demograficas, hematoldgicas e clinicas. Para cada grupo (caes
/ gatos), modelos foram criados utilizando o resultado de cada teste realizado para cada
patogeno como variavel resposta, enquanto as caracteristicas individuais, hematologicas e
clinicas foram atribuidas como preditoras. Antes de ajustar os modelos, as varidveis preditoras
foram avaliadas para detec¢do de colinearidade, por meio da correlagdo de pares entre as
variaveis (Apéndices A—C). Para os caes, foram excluidas das variaveis hematologicas: VG,
He, Hb, PPT, Neutréfilos, Linfocitos, ALT, Uré¢ia e Globulina (Apéndice A), devido a
colinearidade encontrada, podendo uma variavel interferir em outra. Em contraste, nenhuma
das variaveis clinicas precisou ser excluida para os caes (Apéndice B). Para os gatos, foram
excluidas das varidveis hematoldgicas: He, Hb, Neutrofilos e Eosinofilos (Apéndice C). Como
a anemia foi a unica variavel clinica disponivel para gatos, nao houve necessidade de deteccao
de colinearidade. A correlagao das variaveis hematologicas foi realizada com o pacote ‘GGally’
(SCHLOERKE et al., 2021) e das variaveis clinicas com o pacote ‘correlation’ (MAKOWSKI
etal., 2019).

Amostras com informag¢des faltantes foram removidas das analises. A variavel
ectoparasitas ndo foi inserida nos modelos tanto de caes como de gatos, uma vez que muitos
individuos ndo apresentavam essa informacao, o que implicaria na remogao de muitas amostras.
Além disso, as informagdes sobre ectoparasitas ndo apresentaram impacto nas estimativas
iniciais. As varidveis hematoldgicas e clinicas foram modeladas separadamente em caes, em
funcdo do tamanho amostral nao permitir que o modelo englobasse todas as varidveis. No caso

dos gatos, devido ao nimero menor de variaveis, foi possivel utilizar todas no mesmo modelo.
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Como Bartonella sp. ndo foi detectada em caes por PCR e Ehrlichia sp. foi detectada por PCR

em apenas uma amostra de gato, ndo foram construidos modelos para estes casos. Os modelos

foram ajustados utilizando a func¢do ‘glm’ do pacote ‘stats’ (R CORE TEAM, 2022),

empregando um modelo binomial de distribui¢cdo. Foi realizada uma verificacao visual para

avaliar a qualidade do ajuste dos modelos, utilizando o pacote ‘performance’ (LUDECKE et

al., 2021). Por apresentarem varidveis bindrias, o pacote ‘safeBinaryRegression’ (KONIS,

2013) foi utilizado para detectar a separagdo entre pontos amostrais. As variaveis detectadas

causando a separagdo entre pontos amostrais foram removidas dos modelos. Assim, nove

modelos globais foram construidos, sendo seis para caes e trés para gatos (Tabelas 1 ¢ 2).

Quadro 2. Modelos globais construidos para os caes.

Modelos

Equacao

Modelo 1

RIFIenichia = Bo + BiSexoxlIdade + B2Plaquetas + [3Leucdcitos +
BaMondcitos + [sEosindfilos + PeFA + [7Creatinina + BsAlbumina +
PoTemperatura corporal

Modelo 2

RIFIgniichia = Po + f1Sexoxldade + [2Febre + [zAnemia + [sApatia +
PBsAnorexia + PeDiarreia + [1Secregoes + [sSangramento + [olesoes +
BroConvulsdo + 11Dor + BrzLinfadenomegalia + Bi3Dificuldade de
locomogdo + [140fegante

Modelo 3

PCREwiichia = Po + BiSexoxlIdade + B2Plaquetas + [3Leucdcitos +
BaMondcitos + [sEosindfilos + PeFA + [7Creatinina + BsAlbumina +
PoTemperatura corporal

Modelo 4

PCREniichia = Po + P1Sexoxldade + [2Febre + [iAnemia + [aApatia +
BsPerda de peso + BesAnorexia + B7Vomitos + [sDiarreia + BoSecregoes +
BioSangramento + Bii1Lesdes + Bi2Convulsao + Bi3zDor +
BiaLinfadenomegalia + B1sDificuldade de locomogdo + [160fegante

Modelo 5

RIFIgarioneiia = Po + L1Sexo + faldade + [3Plaquetas + BaLeucocitos +
BsMondcitos + [esEosindfilos + [7Creatinina + BsAlbumina +
PoTemperatura corporal

Modelo 6

RIFIgarioneiia = Po + P1Sexoxldade + B2Febre + BiAnemia + [sApatia +
PBsAnorexia + [eVomitos + B1Secregcoes + [sSangramento + [olesoes +
BioLinfadenomegalia + B110fegante
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Quadro 3. Modelos globais construidos para os gatos.

Modelos Equacao

RIFIgniichia = Po + f1Sexo + Paldade + [3VG + [4Plaquetas + [sPPT +

Modelo 7 .. o .
odeto BeLeucocitos + [7Linfocitos + BsMondcitos

RIFIBarioneiia = o + P1Sexoxldade + B2VG + B3Plaquetas + BaPPT +

Modelo 8 BsLeucocitos + BeLinfocitos + BrMondcitos

PCRBartoneiia = o + P1VG + B2Plaquetas + B3PPT + BaLeucocitos +

Modelo 9 BsLinfocitos + BesMondcitos

Utilizando a abordagem tedrica da informacdo (BURNHAM & ANDERSON, 2002;
BURNHAM et al., 2011), foi avaliado o suporte relativo para cada modelo dentro de um
conjunto de modelos. Os modelos foram classificados de acordo com o Critério de Informacgao
de Akaike corrigido para tamanho amostral pequeno (AICc). Por sua vez, o conjunto de
modelos candidatos foi restringido a modelos com AAICc < 4 (BURNHAM et al., 2011). O
peso do modelo de Akaike foi computado para cada modelo dentro do conjunto de candidatos.
O peso do modelo representa a probabilidade relativa de um modelo e pode ser interpretado
como a probabilidade de que seja o melhor modelo, considerando os dados e o conjunto de
modelos candidatos. Quando havia mais de um modelo plausivel selecionado, foi calculado o
coeficiente parcial médio do modelo para cada preditor (MARINI et al., 2017). As estimativas
de parametros obtidas pela média do modelo sdo robustas no sentido de que reduzem o viés de
selecdo do modelo e levam em conta a incerteza da selecio do modelo (JOHNSON &
OMLAND, 2004). Existem dois métodos pelos quais a estimativa e o erro para cada variavel
sao ponderados. O primeiro € o ‘condicional’, em que a estimativa para cada variavel ¢
calculada apenas em modelos nos quais esse preditor aparece. O segundo ¢ o ‘completo’, que
assume que as variaveis estdo incluidas em todos os modelos, mas a estimativa ¢ substituida
por zero naqueles modelos em que estd na verdade ausente. O método completo ¢ recomendado
quando o objetivo ¢ determinar quais fatores tém o efeito mais forte sobre a variavel resposta.
Por sua vez, o método ‘condicional’ ¢ interessante para identificar variaveis que possam ter um
efeito fraco em comparagdo com outras covaridveis. As andlises de inferéncia multimodelo
foram realizadas utilizando o pacote ‘MuMIn’ (BARTON, 2022). Todas as anélises referentes

aos Modelos Lineares Generalizados foram realizadas no R v4.1.3.
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5. RESULTADOS

Caes

No ano de 2019 foram selecionados 138 animais atendidos na clinica da Universidade Uniderp
de Campo Grande, MS. Conseguimos uma populagdo de cdes de diferentes localidades da
cidade do estudo (Figura 3).

De 138 amostras examinadas, 93 (67%) foram de cdes, com uma ampla distribui¢do dentro do

perimetro urbano do municipio de Campo Grande, MS (Figura 3).

T T
54°39'W 3 54°34'W

Legenda

Paises da América do Sul @ Negativo / Ndo reagente
|:| Brazil O RIFI reagente para Bartonella
- Estado de Mato Grosso do Sul O RIFIreagente para Ehrlichia

l:l Limite do municipio de Campo Grande © PCR positivo para Ehrlichia

: Perimetro urbano de Campo Grande  © RIFI reagente para Ehrlichia e PCR positivo para Ehrlichia
O RIFI reagente para Bartonella e Ehrlichia
O RIFI reagente para Bartonella e PCR positivo para Ehrlichia

RIFI reagente para Bartonella e Ehrlichia e PCR positivo para Ehrlichia

Figura 3. Distribui¢ao das amostras utilizadas do municipio de Campo Grande, MS, com o
respectivo resultado obtido em cada teste. Dados do mapa com direitos autorais dos
contribuidores do OpenStreetMap e disponiveis em https://www.openstreetmap.org. PCR =
reagdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction); RIFI = reagdo de
imunofluorescéncia indireta (n=93).
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Dessas amostras, 62 (67%) eram fémeas e 31 (33%) eram machos (Figura 4A), enquanto
14 (15%) tinham menos de 1 ano de idade (jovem) e 79 (85%) tinham 1 ano de idade ou mais

(adulto) (Figura 4B).

Sexo

A

Macho Idade por sexo
Fémea | Fémea | [ Macho

Jovem
Adulto

Jovem
Adulto

Figura 4. Proporg¢des das caracteristicas dos caes amostrados. A, Sexo. B, Idade. C, Idade por
sexo.

Sobre ectoparasitas, do total de 93 caes 81 apresentavam registro dessa informacgao, em
48 (59,2%) constava a presenca de ectoparasitas momento da consulta dos caes ou de infestacao
prévia, porém para 12 caes ndo constava essa informagao (13%). No momento do atendimento,
apenas em 7 caes foi observada a presenc¢a de carrapatos e/ou pulgas.

Sobre as racas de cdes, 40 (43%) foram caracterizados como sem raca definida (SRD)

(Figura 5).
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Figura 5. Numero de caes por raga registrada, apresentado para todos os caes amostrados, para
os caes reagentes por RIFI para Ehrlichia sp. e Bartonella sp., e positivos por PCR para
Ehrlichia sp. PCR = rea¢do em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction);
RIFI = reagao de imunofluorescéncia indireta; SRD = sem raga definida.

Dentre os sintomas clinicos mais comuns estavam anorexia (49%), anemia (33%) e

presenca de linfadenomegalia (32%) (Figura 6).
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Figura 6. Numero de cdes por sintoma clinico registrado, apresentado para todos os caes
amostrados, caes reagentes por RIFI para Ehrlichia sp. e Bartonella sp., e positivos por PCR
para Ehrlichia sp. PCR = reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain
Reaction); RIFI = reacao de imunofluorescéncia indireta.
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Das 93 amostras de caes testadas para anticorpos IgG de Ehrlichia canis, um total de 71
foram reagentes por RIFI, com uma prevaléncia de 76,6% (95% IC= 66%—-85%), sendo que 67
foram reagentes para cepa Cuiabana (prevaléncia = 72%; 95% IC= 62%—-81%) e 59 para cepa
SP (prevaléncia = 63%; 95% IC= 53%—-73%). Desses, 55 (77%) foram reagentes para ambas as
cepas, 12 (17%) foram exclusivos para cepa Cuiabana e 4 (6%) exclusivos para cepa SP. Os
titulos de anticorpos variaram entre 40 a 20.480 para a cepa SP.

Com relagdo a PCR de IRBP, o DNA de todas as amostras utilizadas foi detectado.
Quanto a deteccdo de Ehrlichia sp. a partir da amplificacdo do gene 16S, 30 de 93 (32%)
amostras de caes apresentaram resultado positivo. Das amostras positivas, 28 também foram
reagentes por RIFI, representando 39% do total de amostras reagentes (28/71). Ao considerar
as outras duas amostras que nao foram reagentes por RIFI, a prevaléncia de Ehrlichia sp. passa
a ser de 78% (95% IC= 69%—-86%) (Figura 7A).

Para Bartonella henselae, 11 caes foram reagentes por RIFI para anticorpos IgG, com
uma prevaléncia de 12% (95% IC= 6%—-20%) (Figura 7A). Nenhuma amostra apresentou
resultado positivo para DNA de Bartonella sp. para os genes testados. Dentre os caes reagentes
por RIFI para Bartonella sp., nove também foram reagentes por RIFI para Ehrlichia sp. (Figura

7B).

A AT B ctriichia Ehrlichia
8% { ) RIFI PCR
75%
22
40 1
©
€ 50% 6
@
©
>
o 3 1
o
25%
% 12% (6%-20%) 1
| | Bartonella
Bartonella Ehrlichia RIFI

RIFI RIFI + PCR

Figura 7. Resultados dos testes realizados no presente estudo para os caes. A, Prevaléncia dos
patogenos estudados (circulo) e o intervalo de confianga 95% (barras). B, Diagrama de Venn
demonstrando a sobreposicao de resultados positivos/reagentes para os testes realizados. PCR
= reagdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction); RIFI = reacao de
imunofluorescéncia indireta.
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Além disso, dois caes continham registro de resultado reagente para teste sorologico de
cinomose, sendo que um deles foi positivo para DNA de Ehrlichia sp. pela amplificacdo do
16S, mas ndo reagente para outros testes. Outros dez cades (10,8%) continham registro de
resultado reagente para leishmaniose em teste de ELISA, sendo que todos estes também foram

reagentes por RIFI para Ehrlichia sp. e dois para Bartonella sp. (Figura 8).

Ehrlichia
RIFI

37

Cinomose

Ehrlichia
PCR

Leishmaniose
Bartonella ELISA
RIFI

Figura 8. Diagrama de Venn demonstrando a sobreposi¢do dos resultados positivos/reagentes
para cada teste realizado nos caes amostrados, incluindo os testes realizados pela Clinica
Veterinaria. ELISA = ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay); PCR = reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain
Reaction); RIFI = reacdo de imunofluorescéncia indireta; TR = teste rapido.

A inferéncia multimodelo para testagem de anticorpos IgG de Ehrlichia sp. (Modelos 1
e 2) resultou em um conjunto que pouco diferiu no ajuste aos dados, demonstrando alta
incerteza na selecdo de modelos. Contudo, a inferéncia indicou forte suporte a associagao das
plaquetas com a presenca de anticorpos, estando negativamente associadas, ou seja, a
trombocitopenia esta relacionada a presenga de anticorpos (Figura 9A, Apéndice D). Apesar da
inferéncia demonstrar que a temperatura corporal também pode estar negativamente associada
a presenga de anticorpos e que individuos jovens podem ter menores chances de apresentarem
anticorpos, hd incerteza quanto a associacdo dessas variaveis, demonstrada pela estimativa
completa (Figura 9A). J& para os sintomas clinicos (Modelo 2), a inferéncia ndo apresentou
evidéncias que suportem a associagdo de sintomas ao contato prévio com Ehrlichia sp. (Figura

9B, Apéndice E).
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Figura 9. Coeficientes da média dos modelos com AAICc < 4
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T T
0

T T
2 3

i
para o teste por RIFI para

Ehrlichia sp. em caes. Em A, o conjunto de modelos com as variaveis hematoldgicas (Modelo
I). Em B, o conjunto de modelos com as varidveis clinicas (Modelo 2). Varidveis ndo
apresentadas, nao estavam presentes no conjunto de modelos. *, variaveis significativas (a >
0.05); ns, variaveis ndo significativas (a > 0.05). As barras indicam o intervalo de confianca

95% dos coeficientes.
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Para deteccdo de DNA de Ehrlichia sp. (Modelos 3 e 4), a inferéncia multimodelo
também resultou em um conjunto que pouco diferiu no ajuste. Dentre as varidveis
hematologicas, albumina e plaquetas foram fortemente suportadas e negativamente associadas
com a presenca de FEhrlichia sp., ou seja, hipoalbuminemia e trombocitopenia estdo
relacionadas a presenca do DNA de Ehrlichia sp. (Figura 10A, Apéndice F). Anemia foi o inico
sintoma associado com a presenca de Ehrlichia sp. (Modelo 4) e com forte suporte (Figura 10B,
Apéndice G). Por sua vez, o sexo apresentou forte suporte nos dois modelos, demonstrando que

machos tem maiores chances de serem positivos para o DNA de Ehrlichia sp. do que as fémeas

(Figuras 10A—B).
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Figura 10. Coeficientes da média dos modelos com AAICc < 4 para o teste por PCR para
deteccao de Ehrlichia sp. em caes. Em A, o conjunto de modelos com as variaveis
hematolégicas (Modelo 3). Em B, o conjunto de modelos com as variaveis clinicas (Modelo 4).
Varidveis nao apresentadas, ndo estavam presentes no conjunto de modelos. *, variaveis
significativas (a > 0.05); ns, variaveis ndo significativas (a > 0.05). As barras indicam o
intervalo de confianga 95% dos coeficientes.
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Para a testagem de anticorpos IgG de Bartonella spp. (Modelos 5 e 6), a inferéncia
também resultou em um conjunto que pouco diferiu no ajuste. A temperatura corporal
apresentou baixo suporte quanto a associacdo com o contato prévio com Bartonella spp. (Figura

11A, Apéndice H), enquanto nenhum sintoma clinico foi suportado (Figura 11B, Apéndice I).
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Figura 11. Coeficientes da média dos modelos com AAICc < 4 para o teste por RIFI para
Bartonella em caes. Em A, o conjunto de modelos com as variaveis hematoldgicas (Modelo 5).
Em B, o conjunto de modelos com as variaveis clinicas (Modelo 6). Varidveis ndo apresentadas,
ndo estavam presentes no conjunto de modelos. *, varidveis significativas (a > 0.05); ns,
variaveis ndo significativas (a > 0.05). As barras indicam o intervalo de confianca 95% dos
coeficientes.
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Gatos

Dos 138 animais examinados 45 (33%) foram gatos. Desses, 17 (38%) eram fémeas e 28
(62%) eram machos (Figura 12A), enquanto oito (18%) tinham menos de 1 ano de idade
(jovem) e 37 (82%) tinham 1 ano de idade ou mais (adulto) (Figura 12B).

Sexo

A

l — |dade por sexo

Fémea ‘ Fémea | ‘ Macho

Jovem
Adulto

Jovem
Adulto

Figura 12. Propor¢des das caracteristicas dos gatos amostrados. A, Sexo. B, Idade. C, Idade
por sexo.

Sobre a presenca de ectoparasitas no momento da coleta, do total de 45 gatos, 29
(64,44%) apresentavam esse registro, onde 11 (37,93%) relataram a presenca ou de infestagao
prévia, porém essa informac¢ao ndo constava para 16 dos 45 gatos (35,55%). Dentre os sintomas
clinicos, houve registro apenas de anemia para quatro gatos (9%). Sobre as ragas, 43 (96%)
foram caracterizados como sem raca definida (SRD), um como Siamés (2%) e um como Angora

(2%) (Figura 13).
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Figura 13. Numero de gatos registrados por raga e por resultado obtido em RIFI e PCR para
Ehrlichia sp. e Bartonella sp. PCR = reagdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase
Chain Reaction); RIFI = reagao de imunofluorescéncia indireta; SRD = sem raga definida.

Foram analisadas 30 amostras de soro para anticorpos IgG de Ehrlichia sp. por RIFL.
Trés amostras foram reagentes (prevaléncia = 10%; 95% IC= 2%-27%), com as trés reagentes
para cepa Cuiabana e apenas uma reagente para cepa SP (prevaléncia = 3%; 95% IC= 0%-—
17%).

O DNA de Todas as amostras de gatos utilizadas foi detectado na PCR para o gene
IRBP. No caso da deteccao do DNA de Ehrlichia sp., todas as 45 amostras foram testadas.
Apenas uma amostra apresentou resultado positivo pela amplificacao do 16S, sendo que esta
também foi testada por RIFI, porém com resultado ndo reagente. Considerando esse resultado
positivo, a prevaléncia para Ehrlichia sp. passa a ser de 13% (95% IC=4%—-31%) (Figura 14A).

O teste para anticorpos IgG de Bartonella sp. por RIFI foi realizado em 30 amostras de
gatos. Doze amostras foram reagentes por RIFI, com uma prevaléncia 40% (95% IC= 22%-—
58%).

Assim como para Ehrlichia sp., todas as 45 amostras foram testadas para detec¢do do
DNA de Bartonella sp., com 5 amostras positivas. Das amostras positivas, duas ndo foram
testadas para anticorpos IgG de Bartonella sp. por RIFI. As outras trés amostras positivas foram

testadas por RIFI, sendo duas com resultado ndo reagente e apenas uma com resultado IgG
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reagente. Considerando os resultados positivos pela detec¢do do DNA de Bartonella sp., a
prevaléncia passa a ser de 48% (95% IC= 31%—66%), com 16 gatos de 34 apresentando
resultado positivo e/ou reagente para Bartonella sp. (Figura 14A). Dentre os gatos reagentes
por RIFI para Bartonella sp., um também foi reagente por RIFI para Ehrlichia sp. Por sua vez,
ndo houve coinfecgdo registrada por meio da deteccdo de DNA de Bartonella sp. e Ehrlichia

sp. (Figura 14B).

A T B Bartonella Bartonella
801 RIFI PCR
48% (31%-66%) Ehrlichia 10 5 Ehrlichia
® RIFI PCR

40%

Prevaléncia

20%
13% (4%-31%)

)
Bartonella Ehrlichia
RIFI + PCR RIFI + PCR

Figura 14. Resultados dos testes realizados no presente estudo para os gatos. A, Prevaléncia
dos patogenos estudados (circulo) e o intervalo de confianca 95% (barras). B, Diagrama de
Venn demonstrando a sobreposicao de resultados positivos/reagentes para os testes realizados.
PCR =reac¢do em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction); RIFI = reag¢ao
de imunofluorescéncia indireta.

Testes para FIV e FELV foram realizados para 12 gatos na Clinica Veterinaria. Trés
apresentaram resultado positivo para FELV (25% dos gatos testados) e um desses trés também
apresentou resultado positivo para FIV (8% dos gatos testados). Nenhum desses gatos
apresentou resultado positivo/reagente nos testes realizados para Ehrlichia sp. € Bartonella sp.

(Figura 15).
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Ehrlichia

Figura 15. Diagrama de Venn demonstrando a sobreposicao dos resultados positivos/reagentes
para cada teste realizado nos gatos amostrados, incluindo os testes realizados pela Clinica
Veterinaria. ELISA = ensaio de imunoabsor¢do enzimadtica (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay); PCR = reagdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain
Reaction); RIFI = reagdo de imunofluorescéncia indireta.

As inferéncias realizadas para todos os testes em gatos resultaram em conjuntos de
modelos que pouco diferiram no ajuste aos dados, sem apresentar evidéncias que suportem a

associagdo dos resultados dos testes com as varidveis, seja por RIFI ou por PCR (Figuras
14A—C, Apéndices J-L).
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Figura 16. Coeficientes da média dos modelos com AAICc < 4 para os testes realizados em
gatos. Em A, o conjunto de modelos para o teste por RIFI para Ehrlichia sp. (Modelo 7). Em
B, o conjunto de modelos para o teste por RIFI para Bartonella sp. (Modelo §). Em C, o
conjunto de modelos para o teste por PCR para deteccdo de Bartonella sp. (Modelo 9).
Varidveis ndo apresentadas, ndo estavam presentes no conjunto de modelos. *, varidveis
significativas (a > 0.05); ns, variaveis nao significativas (a > 0.05). As barras indicam o
intervalo de confianga 95% dos coeficientes.
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6. DISCUSSAO

As doengas infecciosas emergentes sao infecgdes novas ou conhecidas a pouco tempo
que tém impacto na saude do ser humano por sua gravidade. Estima-se que 75% de todas as
doencas infecciosas emergentes t€ém uma origem zoonética e circulam de forma relativamente
segura nos seus hospedeiros de animais (OIE, 2019). As zoonoses ultrapassam a barreira das
espécies em ambientes onde uma interface homem-animal ¢ comum, mas onde se demonstra
invariavelmente que sdo exacerbadas por disturbios ecoldgicos antropogénicos, tais como
urbanizagio e alteragdes climaticas. A Saude Unica (One Health) visa a fusdo de conhecimentos
cientificos de disciplinas relativas a saide animal, humana e ambiental para reduzir a carga
global de doencas (Brasil, 2022).

A saude e bem-estar de humanos, animais e plantas gera um ambiente harmonioso, que
resulta na difusdo da satde planetaria, demonstrando que tudo estd conectado e reflete
consequéncias um sobre o outro. A continua ligagdo entre seres humanos e animais, seja na area
alimenticia ou a proximidade entre pessoas e animais domésticos, ja considerados como um
ente familiar, favorece a ligacdo e o trabalho em conjunto entre os profissionais. Trabalhos
sustentaveis ja estdo sendo desenvolvidos em diferentes regides do mundo, onde médicos
veterinarios e diferentes profissionais da satde humana estdo se reunindo para o alcance da
saude ideal para pessoas, animais e meio ambiente. Existe a necessidade de controlar e erradicar
doencas que nos acompanham a décadas e trazem grandes transtornos a saude publica, pode ser
alcancado caso consigamos entender a importancia e implementar a satde unica cada vez mais
em diferentes projetos de pesquisa e na vida cotidiana de cada profissional que lida direta ou
indiretamente com a satde de algum ser vivo (CARNEIRO e PETTAN-BREWER, 2021).

O conceito Saude Unica ndo é novo, mas, esta ganhando espago e maior visibilidade
nos dias atuais. Equipes estdo sendo formadas por profissionais de diferentes areas, alguns
eventos e reunides ja estdo acontecendo em Campo Grande-MS. Esse e outros trabalhos
demonstram a necessidade da pesquisa em conjunto em prol de estabelecermos um plano de
vigilancia epidemiologica para diferentes doengas infecciosas que acometem diferentes
populagdes.

Embora o estado do Mato Grosso do Sul apresente condigdes propicias para a circulagdo
de vetores potencialmente infectados por Bartonella sp. e Ehrlichia sp., ainda ¢ considerado
um estado silencioso quanto a transmissdo destas bactérias. O presente estudo reporta a
deteccao de Bartonella sp e Erlichia sp. em 138 animais de estimacgdo, cdes e gatos, no

municipio de Campo Grande, MS.
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Caes

De um total de 138 amostras 93 foram de caes, dessas 71 foram reagentes por RIFI
(76%) para anticorpos IgG anti-Ehrlichia canis, 67 para cepa Cuiabana (prevaléncia 72%) e 59
para cepa SP (prevaléncia 63%). Na pesquisa de DNA de Ehrlichia sp. a partir da amplificacao
do gene 168S, 30 de 93 (32%) amostras de cdes foram positivas. Dessas, 28 também foram
reagentes para RIFI, considerando as duas amostras que ndo foram, a prevaléncia de Ehrlichia
sp. sobe para 78%. Dantas-Torres et al. (2018), obtiveram uma prevaléncia semelhante ao atual
estudo, com 70,7% (212/300) dos cdes positivos em algum teste, sorologico ou PCR para
Ehrlichia sp. Paula et al. (2022) encontraram 59,1% de soroprevaléncia em caes atendidos em
um Hospital Veterinario no estado de Goids, e Santos et al. (2013) encontraram uma propor¢ao
bem menor de caes positivos para DNA de Ehrlichia sp. no interior de Mato Grosso, somente
em 15% (48/320) dos animais. Em um trabalho na regido da Caatinga, Oliveira e colaboradores
(2020) encontraram uma prevaléncia que variou de 61 a 75% na pesquisa de anticorpos e
detectaram em 8,8% dos caes DNA de Ehrlichia sp. A regido Sul do pais apresenta a menor
positividade de cdes para Ehrlichia sp. Em um trabalho com 75 animais, em nenhum foi
detectado DNA de Ehrlichia sp., mas todos apresentavam anemia e trombocitopenia
(MONGRUEL et al., 2018). Em um levantamento feito por Taques et al. (2020), a regido Sul
teve a menor soroprevaléncia em relacdo as demais regides, onde a regido Centro Oeste, que
incluia amostras de Campo Grande, a mesma cidade deste estudo, demonstraram uma
soroprevaléncia de 66,4% pelo método de RIFI, a maior positividade dentro das regides
estudadas, demonstrando a importancia da doenga para os caes e sua alta prevaléncia em Campo
Grande, MS.

Os sinais clinicos mais comuns foram anorexia em 46 caes (49%), anemia em 31 cdes
(33%) e linfadenomegalia em 30 cées (32%). O que corrobora com os achados de Nakagui et
al. (2008), que encontrou anorexia em 56,7% e linfadenopatia em 43,3% dos caes estudados.
Paula et al. (2022) e Nakagui et al. (2008) identificaram que caes soropositivos tem maiores
chances de apresentar alteragdes hematologicas, como anemia, trombocitopenia e leucopenia,
neste estudo a trombocitopenia foi uma alteragdo associada a presenga de anticorpos para
Ehrlichia sp., assim como a hipoalbuminemia, trombocitopenia ¢ anemia foram fortemente
associadas a deteccdo do DNA de Ehrlichia sp. nos caes.

Dos 93 caes, 40 (43%) eram sem raga definida (SRD), diferente do trabalho de Borin et
al. (2009), que encontrou 59% da populacdo estudada com racga definida, sendo Poodle, Pastor

Alemao e Pinscher os mais frequentes.
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A presenca de ectoparasitas ndo demonstrou significancia, apesar de 59% dos tutores
relatarem infestacdo ou terem visto algum parasita no animal, somente sete pacientes
apresentaram carrapatos ou pulgas durante a consulta. Diverge do trabalho de Borin et al. (2009)
onde se relata que 53% dos proprietarios negaram o contato dos caes com ectoparasitas.

Apesar de fémeas serem a maioria da populagdo estudada foram os caes machos que
apresentaram maior positividade na PCR, corroborando com o trabalho de Maciel et al. (2021)
que encontrou um percentual de 52,63% de machos entre os caes positivos para erliquiose em
Manaus e Costa et al. (2006) com 50,6% de soropositividade em cdes machos em Minas Gerais.
Apesar dessa similaridade, o sexo nao pode ser considerado um fator determinante para
erliquiose, havendo outros trabalhos epidemioldgicos que demonstram uma maior positividade
em fémeas ou uma positividade homogénea (MOREIRA et al., 2003; PAULA et al., 2022).

Um cao, SRD, macho, de 10 anos, apresentou positividade na PCR, na sorologia por
RIFI e foi identificada a presenga de morula de Ehrlichia sp. na avaliagdo do esfregago
sanguineo. Os sinais clinicos apresentados pelo animal eram anorexia e vomito, e ao aferir a
temperatura estava com 40,1. Nas alteracdes hematologicas foi observada anemia,
trombocitopenia, leucopenia e hipoalbuminemia. Anorexia, vOmito, anemia como o principal
achado hematoldgico, foram caracteristicas descritas no estudo com 203 caes que apresentavam
morula de Ehrlichia sp., na pesquisa de hemoparasitas, foi relatada também a presenga de caes
com temperatura elevada e leucopenia (BORIN et al., 2009).

Na PCR para Bartonella sp. em caes os resultados foram negativos; nao houve
amplificacdo em nenhuma das amostras testadas, semelhante a SILVA et al., (2019), que nao
detectaram DNA de Bartonella em 124 caes no Parque estadual Serra da Tiririca no Rio de
janeiro.

Em nosso estudo, 11 (12%) mostraram anticorpos reagentes contra Bartonella sp. por
RIFI, ndo apresentando nenhuma variavel hematoldgica ou sinal clinico relacionado com a
presenca de anticorpos. Resultado semelhante foi o de Gongalves et al. (2022) com 8,3% de
soropositividade para Bartonella sp. em suas 335 amostras estudadas. Em nosso trabalho, eram
caes que possuiam proprietarios e tiveram resultados positivos em pesquisa de anticorpos para
outros agentes como Ehrlichia sp. € Leishmania sp., demonstrando a co-exposi¢ao dos trés
patogenos transmitidos por vetores. Os achados do estudo atual sdo consistentes com os ja
reportados anteriormente (BREITSCHWERDT et al., 1998; FOLEY et al., 2007;
GONCALVES et al., 2022). Esse ¢ o primeiro trabalho descrevendo o contato prévio de caes

com Bartonella henselae na cidade de Campo Grande, MS.
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Gatos

Trabalhos envolvendo biologia molecular na pesquisa de hemoparasitas em gatos
revelaram a importancia dessa espécie na epidemiologia dessas doencas, principalmente se
tratando de agentes da familia Anaplasmataceae, que possuem uma prevaléncia significativa
em varias espécies domésticas no Brasil. De Oliveira (2009), relatou a primeira detec¢do de
DNA de Ehrlichia sp. em gatos domésticos na América do Sul, 3 dos 15 gatos estudados foram
positivos para E. canis. André et al. (2008) conseguiram detectar DNA de Ehrlichia sp. em 11
felinos silvestres pertencentes a zoologicos dos estados de Sao Paulo e Brasilia.

A populagdo em sua maioria eram machos, com idade superior a um ano de idade e sem
raca definida (SRD). Das 45 amostras de gatos, em uma houve deteccdo do DNA de Ehrlichia
sp. na amplificagdo do 16S, representando uma porcentagem de 2,22%. A prevaléncia
encontrada neste estudo foi semelhante a encontrada em outros trabalhos: André et al., (2022)
encontraram oito gatos positivos na PCR convencional para Ehrlichia sp. em 390 animais (2%)
selecionados entre os estados de Mina Gerais e Sdo Paulo, tendo conseguido confirmar a
presenca de DNA por meio de qPCR para Ehrlichia canis, em trés delas. Tabar et al., (2008)
em Barcelona também encontraram um gato positivo, contudo, em uma populagdo de 100
animais. Porém, mais baixo do que as encontradas por outros autores: André et al. (2015) com
um trabalho realizado na mesma cidade do atual estudo, tiveram uma positividade de 8,5% em
151 amostras de gatos domésticos. Pinto et al. (2018) encontraram uma positividade semelhante
em 20 amostras positivas de um total de 60 para algum agente Anaplasmataceae, obtendo uma
prevaléncia de 8,33% para E. canis. em gatos no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ,
diferentemente de Correa et al. (2011) que ndo detectaram positividade em nenhuma das 91
amostras de gatos em seu estudo no mesmo municipio. Braga et al. (2014), que tiveram uma
deteccdo de 9,4% para o DNA Ehrlichia sp. em gatos provenientes de municipios do estado do
Mato Grosso, apresentando um resultado semelhante aos trabalhos anteriormente citados.

Neste estudo, a amostra positiva corresponde a um gato macho, sem raca definida
(SRD), 4 anos de idade, que apresentava como queixa dificuldade para urinar e presenca de
sangue na urina, levando a suspeita de doenga do trato urinario inferior gato (DTUIF). Nao foi
encontrada a presenga de ectoparasitas no momento da consulta. As alteracdes laboratoriais
encontradas foram trombocitopenia e creatinina aumentada, também descritas por Pinto et al.
(2018) e a trombocitopenia por Almeida et al. (2022) nos gatos positivos em seus estudos. As
espécies e aspectos clinicos da erliquiose em gatos ainda nao foram bem definidas, mas, a

trombocitopenia ¢ um achado descrito e importante em infecgdes por Ehrlichia sp, podendo ser
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confundido com outros agentes que causam a mesma alteracdo (BREITSCHWERDT et al.,
2002; BRAGA et al., 2014; LITTLE 2010).

Na deteccdo de anticorpos IgG de FEhrlichia sp. pelo método de RIFL, dos 45
participantes, foram analisadas 30 amostras de soro, em razao de ndo terem sidos selecionados
somente gatos que fizeram coleta de perfil basico como nos caes, mas, que também so
realizaram a coleta de sangue periférico para analise hematologica e realizagdo de teste rapido
para FIV e FELV. Desse total, trés amostras foram sororreagentes, com uma prevaléncia de
10%. Braga et al. (2014) tiveram uma soroprevaléncia muito superior no estado do Mato
Grosso, 88 gatos testados foram reagentes pelo RIFI para E. canis, com uma prevaléncia de
41,5%. Resultado parecido foi obtido por Fontalvo et al. (2016), com amostras oriundas do
Nordeste, encontraram uma soroprevaléncia de 35,6%. Muito embora a RIFI seja considera o
padrao-ouro no diagnoéstico sorologico, essa técnica apresenta algumas desvantagens, como
reacdo cruzada com anticorpos produzidos contra microrganismos similar antigenicamente
(espécies de Ehrlichia spp. e de Anaplasma spp.), possibilitando erros na interpretacdo dos
resultados

Os gatos tém grande importancia como reservatério de espécies de Bartonella, os gatos
sao tidos como os principais hospedeiros de B. henselae principal agente envolvido na doenga
da arranhadura do gato (DAC) (SOUZA et al., 2020). Os estudos de prevaléncia de Bartonella
no Brasil tem uma variacdo grande. Das 45 amostras de sangue testadas para Bartonella sp.
em cinco o DNA foi detectavel, uma prevaléncia de 11,11%. Staggemeier et al., (2010) detectou
uma positividade de 17, 02% em 47 amostras de gatos oriundas do estado do Rio Grande do
Sul, Furquim et al. (2021) encontraram uma positividade muito maior em amostras de gatos na
regido sudeste, com 57,4% de positividade em Minas Gerais e 33,1% nas amostras de Sao
Paulo. Em um trabalho de 2015, BRAGA e colaboradores encontraram apenas 3 gatos positivos
de 182 amostras coletadas em cidades do estado de Mato Grosso, determinando uma
prevaléncia de 1,6%. Na Mata Atlantica, Silva et al. (2019) 24,7% dos amostrados foram
positivos para o DNA de Bartonella. Raimundo et al. (2022) tiveram uma positividade de
47,8% em amostras de gatos de abrigos no Rio de Janeiro.

Fontalvo et al., (2017) encontraram uma soroprevaléncia de 15% para anticorpos anti
Bartonella nos gatos de seu estudo no estado de Pernambuco, tendo sucesso também na
deteccdo de DNA nos ectoparasitas coletados, enquanto Souza et al. (2010) obtiveram um
resultado de 25% de prevaléncia nas amostras de gatos do interior do Rio de Janeiro. Das 31
amostras de soros analisadas pela técnica de RIFI neste trabalho encontramos uma

soroprevaléncia maior em relacdo aos trabalhos anteriores, sendo 39% (12/31).
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Apesar de se tratar de uma regido endémica para casos de erliquiose em caes, os gatos
apresentaram uma soroprevaléncia baixa. Trabalhos sugerem que o gato tem o habito de
autolimpeza e isso pode colaborar na retirada do vetor antes que ele seja infectado, sabendo que
para que ocorra a transmissao dos patdgenos o carrapato precisa se alimentar pelos de 12 a 18
horas (LAPPIN et al.,, 2006; DES VIGNES et al.,, 2001; KATAVOLOS et al., 1998).
Adicionalmente, Correia et al. (2011) discutem sobre a adaptagdo imunologica dos gatos, que
levou a serem mais resistentes a certas infec¢des transmitidas por vetores (CORREA et al.,
2011).

Nao foi possivel fazer nenhuma inferéncia estatistica dos resultados das anélises com os
resultados laboratoriais, devido ao niimero baixo de participantes que realizaram exames
completos de sangue e muitos tiveram sua suspeita direcionada a problemas urindrios,
dermatologicos ou cirurgicos, que sao considerados os principais motivos de atendimentos de
gatos (GERMANO et al., 2011), ndo sendo feita a investigacdo de possiveis agentes
infecciosos.

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a necessidade de se incluir essas
doencas transmitidas por vetor no diagnostico diferencial em caes e gatos em atendimentos
clinicos veterindrios, uma vez que os pacientes sem apresentacao clinica podem testar positivo,
demonstrando exposi¢ao ou doengas subclinicas. Com isso, a aproximagdo cada vez mais
estreita entre humanos e animais de companhia reflete na necessidade de acompanhamento
desses animais para um continuo monitoramento de agentes com potencial zoondtico, que sao
frequentes e continuardo por terem um ambiente adequado e propenso a sua manutencao e

transmissao.
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7. CONCLUSAO

e Elevada soroprevaléncia e deteccdo de DNA de Ehrlichia sp. em caes no municipio de Campo

Grande - MS, evidenciando uma regiao de grande circulagdo do patdgeno;

e Os achados hematoldgicos e bioquimicos, hipoalbuminemia, trombocitopenia e anemia

foram fortemente associadas a deteccdo do DNA de Ehrlichia sp. nos caes;

e A auséncia do DNA de Bartonella em caes, aponta para a necessidade de mais estudo, uma

vez que ja demonstraram caes abrigarem Bartonella em outros estados do Brasil;
e A presenga de anticorpos contra Bartonella em caes no municipio de Campo Grande - MS,
primeiro relato da circulacdo desta bactéria na regido, indicando para a necessidade de mais

estudos sobre o agente na regido Centro-Oeste;

e Elevada soroprevaléncia e detec¢do de DNA de Bartonella em gatos na cidade de Campo

Grande-MS;
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9.

ANEXOS

10.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA USO DE ANIMAIS

EM AULAS PRATICAS

i

uniderp
Universidade Anhanguera - UNIDERP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA USO DE ANIMAIS EM AULAS PRATICAS.

Eu, , portador de

RG n° Jtelefone: ¥ residente

a . proprietdrio/responsdvel pelo animal(is)
espécie , raga . SeX0.

autorizo a UNIDERP e/ou Clinica Veterindria a utilizar o animal em aula pratica para fins diddticos e
cientificos. O animal acima identificado ndo seria submetido a nenhum procedimento

clinico/cirdrgico desnecessario e que possa trazer algum prejuizo ao seu bem-estar ou sanidade.

Apos esclarecimentos prévios, estou ciente da participagio do animal em aula (s) prética (s) (sem custo

no procedimento): . assim como a utilizacdo de resultados

de pesquisa obtidos pelo estudo no animal em publicagio de artigos cientificos e divulgagio em eventos
cientificos. Para fins de publicages e apresentacdes cientificas, a identidade do proprietdrio sera
preservada.

Afirmo que a qualquer momento poderei suspender a participagiio do animal na pesquisa ¢ que caso
1sso ocorra, 0 animal nfio sofrerd prejuizos em seu tratamento ou retorno a esta instituigio. Estou ciente
que ndo serei gratificado monetariamente e que nio receberei qualquer outro beneficio pela participagio
nos procedimentos.

Concordo em seguir corretamente todas as recomendagoes dos profissionais da UNIDERP durante e
apos a utilizacao do animal e, caso haja qualquer dano ao animal referente ao nio cumprimento dessas

recomendagdes, nio responsabilizarei o UNIDERP pelo evento.

Campo Grande, de

(Assinatura do Proprietdrio / responsivel)

e  Material biolégico adquirido eticamente — material bioldgico obtido de maneira niio invasiva
ou oriundo da rotina das consultas e procedimentos necessdrios (bidpsias, cirurgias necessdrias
para a satde do animal ou esterilizagdo cirtrgica) e que nio tenha como objetivo a morte do
animal. Sdio exemplos de materiais bioldgicos obtidos de maneira ndo invasiva material genético,
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10.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

' CLINICA VETERINARIA UNIDERP
“' I (( Rua Alexandre Herculano, n® 1400, Bairro: Jardim Veraneio. Unidade Agrarias
CEP: 79037-280 Campo Grande -MS
5 Telefone: (67) 3309-6524. Site: www.uniderp.br
Uniderp @

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO )
PARA TRATAMENTO/ INTERNACAO/ TRATAMENTO CLINICO OUCIRURGICO

O atendimento ¢ realizado nas dependéncias do Clinica Veterindria da UNIDERP-Servigo Escola
exclusivamente pelos alunos desta instituicio ou estagidrios de outras instituicdes de ensino, nos
hordrios disponibilizados. O atendimento € orientado por um médico veterindrio administrativo/ou
professor.

PROPRIE TARIO/RESPONSAVEL..............
ENDERECO ....................................
Ne. .BAIRRO..

TELEFONE: FIXO:..

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:
NOME... weveneeeenerenneen. IDADE (real ou aproximada)i........oooeveevveereencnnns
ESPECIE .................................... RA(;A: .................................. PELAGEM oo

SEXO: oM oF
Autorizo a consulta/internagdo/cirurgia e tratamento (s) necessdrio (s)..
identificado a ser realizado pelo (a) Médico Veterindrio (a)

no animal acima
... CRMV-MS niimero ...............

() SIM ( )NAO. Autorizo a captura deimagens diagnésticas, medigdes zoootécnicas, cirurgias e coleta de material
biologico* adquirido eticamente durante os procedimentos medicos veterinarios , serem utilizados para fins de pesquisa, assim
como a utilizasao de resultados de pesquisa obtidos pelo estudo no animal em publicagao de artigos cientificos e divulgagéo
em eventos cientificos. Para fins de publ |cagées e apresentaSoes cientificas, a identidade do proprietario sera preservada.

() SIM ()NAO. Autorizo o profissional a examinar e/ou tratar e/ou proceder aos testes diagndsticos complementares

que julgar necessarios com base no exame clinico do animal e testes relacionados.

( ) SIM ( )NAO. Autorizo a aplicagdo de sedativos e/ou anestésicos necessarios para proceder aos testes ou tratamentos,
inclusive cirfirgicos, declarando que fui informado/a que estes testes e/ou tratamentos podem apresentar

complicagdes, mesmo quando aplicados com pericia e prudéncia.

() SIM ( )NAO. Caso venha a ocorrer a morte do animal, dou permissao para a realizagao de necropsia.

Confirmo que apds a saida do animal da clinica/consultério/hospital, na qualidade de proprietéario/responsavel, tomarei todos
os cuidados necessarios, observando o paciente e imediatamente comunicando ao médico veterinario quaisquer complicacdes
ou acidentes que venham a ocorrer.

Responsabilizo-me pelo pagamento dos servigos veterindrios, medicamentos, exames ou outros custos que possam
ocorrer.

Confirmo que que li e compreendi este Termo de Consentimento para a realizagao de tratamentos, inclusive cirlrgicos, e
testes diagnésticos no animal acima identificado, seguindo procedimentos médico-veterinarios estabelecidos.

Declaro que de maneira informada concordo com os procedimentos a que o paciente serd submetido, e que me foram
claramente explicados pelo médico veterinrio, inclusive fui esclarecido acerca dos possiveis riscos inerentes, a situacgdo clinica
do animal, bem como do (s) tratamento (s) proposto (s), estando o referido profissional isento de quaisquer responsabilidades
decorrentes de tais riscos.

Cidade de de

Assinatura do responsavel pelo animal

Material biolégico adquirido eticamente - material biol6gico obtido de maneira ndo invasiva on oriundo da rotina das consultas e
procedimentos necessarios (bidpsias, cirurgias necessaérias para a salide do animal ou esterilizagéo cirtrgica) e que ndo tenha
como objetivo a morte do animal. Sdo exemplos de materiais biologicos obtidos de maneira mo invasiva material genético
placentas, corddes umbilicais, ovos, pelos, penas, descamagdes naturais da epiderme, sangue ou outros fluidos corpéreos,
etc. Procedimento aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animals (CEUA) da UNIDERP- Anhanguera Campo Grande
MS.
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10.3 FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO

m'((( HOSPITAL VETERINARIO DA UNIDERP

Rua Alexandre Herculano, n° 1400, Bairro: Jardim Veraneio. Unidade Agrarias

CEP: 79037-280 Campo Grande — MS

un ld er p Telefone: (67) 0XX67 3309-6524. Site: www. uniderp.br
FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO
RG: Data: / / Peso: Kg
Nome/Animal: Espeécie: Def. Racial/Raca:
Pelagem: Sexo: Idade:

Proprietario:

ANAMNESE:

1. QUEIXA PRINCIPAL:

2. SISTEMA DIGESTORIO:

3. SISTEMA CARDIO-RESPIRATORIO:

4, SISTEMA GENITO-URINARIO:

5. SISTEMA NEURO-LOCOMOTOR:

6. SISTEMA TEGUMENTAR:

70



m'((( HOSPITAL VETERINARIO DA UNIDERP

Rua Alexandre Herculano, n° 1400, Bairro: Jardim Veraneio. Unidade Agrarias
CEP: 79037-280 Campo Grande — MS

un id er p Telefone: (67) 0XX67 3309-6524. Site: www. uniderp.br
7. ANTECEDENTES MORBIDOS:

8. IMUNIZAGAO E DESVERMINAGAO :

9. MANEJO ALIMENTAR:

10. CONTACTANTES E MANEJO AMBIENTAL:

EXAME FiSICO
FC FR ] Temp. Retal [ TPC
Estado Geral | Condic&o carporal |
Oculares | Bucal
Mucosas
Outras ‘
Linfonodos
Pele/ Pélos
Circulatorio

Respiratorio

Digestivo

Nervoso

Locomotor

Aparelho

Genital/Urinario

Glandula

Mamdria

71



1
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Apéndice A. Comparagao pareada das variaveis hematologicas utilizadas nos modelos lineares generalizados dos caes.

VG

0.04-
0.03-
0.02-
0.01-

0.00-

.
)
o
.
5-
2e405 m. .
00400 -® .
50000~ o °
40000~
) .
oo e
.
0-
40000- % =
30000-
P 0 .
20000- 0 oo
0-
..
7500- .
5000-  e® .
O

2500 - 'l

Corr

Corr
0.004

054

Plaquetas

Corr

Corr

Leucdcitos

Cor
0.104

e

DRSO A
10 20 30 40 50 60

Neutréfilos Linfécitos

MR SR

‘.
.

5
%
b 23
)

*é'r-n 1

7500

Mondcitos

Corr
0.279*

Corr

Corr
0.211*

Corr
0.199.

Gfase o0 owe

.y . )
0 250 500 7501000

s o ... e

.
0

Eosinofilos

Corr

0.139

Corr
0.177.

Corr
0.041

Corr
0.290**

1000 2000 30000

bt A 3

FA

Corr

0.182

Corr

0.009

Corr
0.019

Corr
0.123

Corr
0.006

1
S.z o"

200 400

Corr

Corr
0.080

Corr
0.020

0.102

g -

Creatinina

Corr.
0.110

25

Ureia Albumina

0.040 0

Corr Corr
0.121 0.1

0.111 0.121

Corr
-0.117

0.066 0.109

Corr
0.058

’én

&

B
)

0 ml) 200

Globulina

Corr
0.215*

Corr
0.105

Corr
0.100

Corr
0.036

Corr
-0.130

Corr
0.1

Corr
0.032

sejenbelq 1dd aH aH A

sojigona

z
g
g
3

SOHOQUOW

SO|youIso3

BULINGJY BRIN BULRRSI) 17

eungoin

74



Apéndice B. Comparagdo pareada das variaveis clinicas utilizadas nos modelos lineares generalizados dos

caes.
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Apéndice C. Comparacdo pareada das varidveis hematoldgicas utilizadas nos modelos lineares generalizados dos gatos.
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Apéndice D. Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 1.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Albumina; 3, Creatinina; 4, Eosinodfilos; 5, FA; 6,

Leucécitos; 7, Mondcitos; 8, Plaquetas; 9, Sexo; 10, Temperatura.

Modelo df logLik AICc AAICc Peso
1+3+8+10 5 -24.84 60.59 0.00 0.14
1+3+7+8+10 6 -24.06 61.41 0.82 0.09
3+8+10 4 -26.85 62.29 1.70 0.06
14+3+6+7+8+10 7 -23.37 62.49 1.90 0.05
1+3+8+9+10 6 -24.64 62.57 1.98 0.05
1+3+4+8+10 6 -24.64 62.58 1.99 0.05
1+2+3+8+10 6 -24.64 62.58 1.99 0.05
1+3+6+8+10 6 -24.69 62.67 2.08 0.05
1+3+5+8+10 6 -24.78 62.86 2.27 0.04
143+7+8+9+10 7 -23.71 63.18 2.59 0.04
3+7+8+10 5 -26.25 63.40 2.82 0.03
1+3+4+7+8+10 7 -23.90 63.56 2.97 0.03
2+3+8+10 5 -26.40 63.72 3.13 0.03
1+3+5+7+8+10 7 -23.99 63.73 3.14 0.03
1+2+3+7+8+10 7 -24.04 63.82 3.24 0.03
1+3+6+7+8+9+10 8 -22.80 63.89 3.30 0.03
1+3+8 4 -27.67 63.93 3.34 0.03
3+8+9+10 5 -26.65 64.20 3.61 0.02
3+4+8+10 5 -26.70 64.30 3.72 0.02
3+6+8+10 5 -26.75 64.40 3.81 0.02
3+5+8+10 5 -26.76 64.43 3.84 0.02
3+6+7+8+10 6 -25.58 64.44 3.86 0.02
1+3+4+8+9+10 7 -24.38 64.51 3.93 0.02
1+2+3+6+8+10 7 -24.41 64.58 3.99 0.02
1+3+6+8+9+10 7 -24.42 64.58 4.00 0.02
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Apéndice E. Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 2.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5, Sangramento;
6, Convulsdo; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11, Dificuldade de

locomocdo; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secrecdes; 15, Sexo; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
14 2 -33.06 70.28 0.00 0.02
(Null) 1 -34.20 70.45 0.17 0.02
8+14 3 -32.18 70.71 0.43 0.02
9+14 3 -32.32 70.98 0.70 0.01
1+14 3 -32.40 71.14 0.86 0.01
8+9+14 4 -31.28 71.15 0.87 0.01
9 2 -33.57 71.31 1.02 0.01
1 2 -33.57 71.32 1.04 0.01
8 2 -33.72 71.61 1.32 0.01
12 2 -33.73 71.63 1.35 0.01
1+9+14 4 -31.53 71.65 1.37 0.01
12+14 3 -32.66 71.67 1.38 0.01
1+8+14 4 -31.62 71.83 1.54 0.01
3+14 3 -32.80 71.94 1.66 0.01
9+12+14 4 -31.70 71.99 1.70 0.01
1+8+9+14 5 -30.57 72.04 1.75 0.01
7 2 -33.96 72.10 1.81 0.01
5 2 -33.98 72.13 1.85 0.01
3 2 -33.99 72.15 1.86 0.01
9+12 3 -32.90 72.15 1.86 0.01
1+9 3 -32.92 72.18 1.89 0.01
7+14 3 -32.93 72.21 1.92 0.01
2+14 3 -32.99 72.33 2.05 0.01
1+12 3 -33.00 72.34 2.05 0.01
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
8+12+14 4 -31.88 72.35 2.07 0.01
5+14 3 -33.00 72.36 2.07 0.01
4+14 3 -33.01 72.38 2.09 0.01
10+14 3 -33.03 72.41 2.13 0.01
13+14 3 -33.04 72.42 2.14 0.01
1+12+14 4 -31.92 72.43 2.14 0.01
6 2 -34.13 72.43 2.15 0.01
11+14 3 -33.04 72.44 2.15 0.01
6+14 3 -33.05 72.45 2.16 0.01
14+15 3 -33.06 72.46 2.17 0.01
2 2 -34.16 72.48 2.20 0.01
8+9 3 -33.07 72.48 2.20 0.01
4 2 -34.17 72.51 2.22 0.01
8+9+12+14 5 -30.82 72.53 2.25 0.01
1+8 3 -33.10 72.55 2.26 0.01
11 2 -34.19 72.55 2.27 0.01
10 2 -34.19 72.55 2.27 0.01
15 2 -34.19 72.56 2.27 0.01
13 2 -34.20 72.57 2.28 0.01
1+9+12+14 5 -30.84 72.58 2.29 0.01
5+9 3 -33.14 72.63 2.34 0.01
5+8+14 4 -32.05 72.69 2.40 0.01
3+9+14 4 -32.06 72.70 242 0.01
7+9+14 4 -32.06 72.72 243 0.01
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
7+9 3 -33.19 72.73 2.45 0.01
3+8+14 4 -32.07 72.73 245 0.01
8+11+14 4 -32.08 72.75 2.46 0.01
2+8+14 4 -32.11 72.80 2.52 0.01
5+8+9+14 5 -30.99 72.87 2.59 0.01
8+13+14 4 -32.14 72.88 2.59 0.01
8+10+14 4 -32.14 72.88 2.59 0.01
5+9+14 4 -32.16 72.90 2.61 0.01
7+8+14 4 -32.16 72.90 2.62 0.01
6+8+14 4 -32.16 72.92 2.63 0.01
8+14+15 4 -32.17 72.93 2.64 0.01
1+9+12 4 -32.17 72.93 2.65 0.01
4+8+14 4 -32.18 72.94 2.65 0.01
4+9+14 4 -32.18 72.95 2.67 0.01
8+9+11+14 5 -31.05 72.99 2.71 0.00
1+2+14 4 -32.22 73.04 2.75 0.00
5+8 3 -33.36 73.06 2.78 0.00
8+12 3 -33.36 73.07 2.78 0.00
1+3+14 4 -32.25 73.08 2.79 0.00
3+9 3 -33.38 73.11 2.83 0.00
9+11+14 4 -32.27 73.12 2.84 0.00
1+5 3 -33.41 73.16 2.88 0.00
9+10+14 4 -32.29 73.16 2.88 0.00
9+14+15 4 -32.30 73.18 2.90 0.00
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
7+8+9+14 5 -31.15 73.19 2.90 0.00
2+9+14 4 -32.30 73.20 291 0.00
1+3 3 -33.43 73.21 2.93 0.00
6+9+14 4 -32.31 73.21 2.93 0.00
1+6 3 -33.44 73.22 2.94 0.00
9+13+14 4 -32.32 73.22 2.94 0.00
1+7 3 -33.44 73.23 2.95 0.00
3+8+9+14 5 -31.17 73.24 2.96 0.00
1+2 3 -33.45 73.25 2.97 0.00
3+12 3 -33.47 73.28 3.00 0.00
1+13+14 4 -32.35 73.29 3.00 0.00
1+10+14 4 -32.35 73.29 3.00 0.00
1+6+14 4 -32.36 73.30 3.02 0.00
1+7+14 4 -32.36 73.31 3.02 0.00
4+9 3 -33.48 73.31 3.03 0.00
1+4+14 4 -32.36 73.32 3.03 0.00
4+8+9+14 5 -31.21 73.32 3.04 0.00
1+5+14 4 -32.38 73.34 3.06 0.00
8+9+10+14 5 -31.23 73.35 3.07 0.00
3+12+14 4 -32.38 73.36 3.07 0.00
1+8+9+12+14 6 -30.05 73.37 3.09 0.00
1+14+15 4 -32.40 73.38 3.10 0.00
1+11+14 4 -32.40 73.38 3.10 0.00
1+8+9 4 -32.40 73.39 3.10 0.00
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
7+12 3 -33.52 73.40 3.11 0.00
1+8+12+14 5 -31.26 73.41 3.13 0.00
9+13 3 -33.54 73.43 3.15 0.00
2+8+9+14 5 -31.27 73.43 3.15 0.00
9+11 3 -33.54 73.44 3.15 0.00
6+9 3 -33.55 73.44 3.15 0.00
1+4 3 -33.55 73.44 3.16 0.00
6+8+9+14 5 -31.28 73.46 3.17 0.00
8+9+13+14 5 -31.28 73.46 3.17 0.00
8+9+14+15 5 -31.28 73.46 3.17 0.00
2+9 3 -33.56 73.46 3.18 0.00
9+10 3 -33.56 73.48 3.19 0.00
1+15 3 -33.56 73.48 3.19 0.00
7+8 3 -33.57 73.48 3.20 0.00
9+15 3 -33.57 73.48 3.20 0.00
5+8+9 4 -32.45 73.49 3.20 0.00
1+13 3 -33.57 73.49 3.21 0.00
1+10 3 -33.57 73.49 3.21 0.00
1+11 3 -33.57 73.50 3.21 0.00
3+8 3 -33.61 73.58 3.29 0.00
6+8 3 -33.63 73.60 3.32 0.00
5+12 3 -33.63 73.62 3.33 0.00
1+3+9+14 5 -31.38 73.65 3.36 0.00
8+11 3 -33.66 73.66 3.38 0.00
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
2+12 3 -33.67 73.68 3.40 0.00
7+12+14 4 -32.55 73.68 3.40 0.00
2+12+14 4 -32.55 73.69 3.40 0.00
8+9+12 4 -32.56 73.71 3.42 0.00
2+8 3 -33.68 73.71 3.43 0.00
1+4+9+14 5 -31.41 73.72 3.44 0.00
1+7+9+14 5 -31.41 73.72 3.44 0.00
5+7 3 -33.69 73.73 3.44 0.00
8+15 3 -33.69 73.73 3.45 0.00
4+12 3 -33.70 73.74 3.46 0.00
7+9+12 4 -32.58 73.75 3.46 0.00
8+10 3 -33.71 73.76 3.48 0.00
4+8 3 -33.71 73.77 3.48 0.00
6+12 3 -33.71 73.77 3.48 0.00
10+12+14 4 -32.59 73.77 3.49 0.00
8+13 3 -33.72 73.78 3.50 0.00
3+9+12+14 5 -31.44 73.78 3.50 0.00
1+2+9+14 5 -31.44 73.78 3.50 0.00
1+2+8+14 5 -31.45 73.79 3.50 0.00
12+13 3 -33.72 73.79 3.51 0.00
3+5 3 -33.72 73.79 3.51 0.00
1+5+9 4 -32.60 73.80 3.51 0.00
12+15 3 -33.72 73.80 3.51 0.00
12+13+14 4 -32.61 73.80 3.52 0.00
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
10+12 3 -33.73 73.81 3.52 0.00
11+12 3 -33.73 73.81 3.52 0.00
1+5+9+14 5 -31.46 73.81 3.53 0.00
4+12+14 4 -32.62 73.83 3.54 0.00
7+9+12+14 5 -31.48 73.85 3.56 0.00
1+9+10+14 5 -31.48 73.85 3.56 0.00
1+8+12 4 -32.64 73.88 3.59 0.00
5+7+9 4 -32.65 73.88 3.60 0.00
5+12+14 4 -32.66 73.91 3.62 0.00
12+14+15 4 -32.66 73.91 3.62 0.00
6+12+14 4 -32.66 73.91 3.62 0.00
11+12+14 4 -32.66 73.91 3.62 0.00
1+7+9 4 -32.66 73.91 3.63 0.00
1+9+14+15 5 -31.52 73.93 3.64 0.00
1+9+13+14 5 -31.52 73.94 3.66 0.00
1+9+11+14 5 -31.53 73.95 3.66 0.00
3+9+12 4 -32.68 73.95 3.67 0.00
5+9+12 4 -32.68 73.95 3.67 0.00
1+6+9+14 5 -31.53 73.95 3.67 0.00
4+9+12+14 5 -31.54 73.97 3.69 0.00
1+8+13+14 5 -31.54 73.97 3.69 0.00
2+3+14 4 -32.69 73.97 3.69 0.00
1+8+10+14 5 -31.55 73.99 3.70 0.00
1+5+8+14 5 -31.55 73.99 3.70 0.00
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
2+5 3 -33.84 74.02 3.74 0.00
1+6+8+14 5 -31.56 74.02 3.74 0.00
3+11+14 4 -32.72 74.03 3.74 0.00
1+8+11+14 5 -31.57 74.03 3.75 0.00
3+7 3 -33.85 74.04 3.76 0.00
3+5+14 4 -32.73 74.04 3.76 0.00
3+10+14 4 -32.73 74.04 3.76 0.00
1+3+8+14 5 -31.58 74.06 3.77 0.00
6+7 3 -33.86 74.07 3.78 0.00
9+10+12+14 5 -31.59 74.07 3.78 0.00
1+5+8+9+14 6 -30.40 74.07 3.79 0.00
1+8+14+15 5 -31.59 74.08 3.80 0.00
7+8+9 4 -32.75 74.09 3.81 0.00
3+7+14 4 -32.75 74.10 3.81 0.00
3+6 3 -33.88 74.10 3.81 0.00
3+6+14 4 -32.76 74.11 3.83 0.00
1+4+8+14 5 -31.62 74.13 3.84 0.00
1+7+8+14 5 -31.62 74.13 3.85 0.00
5+6 3 -33.90 74.14 3.86 0.00
1+3+9 4 -32.78 74.16 3.87 0.00
2+3 3 -33.91 74.16 3.88 0.00
4+9+12 4 -32.79 74.17 3.88 0.00
1+8+9+11+14 6 -30.45 74.17 3.89 0.00
3+4+14 4 -32.79 74.17 3.89 0.00
3+13+14 4 -32.80 74.18 3.90 0.00
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Apéndice E. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 2. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; Null, modelo

nulo.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
3+14+15 4 -32.80 74.18 3.90 0.00
2+7 3 -33.92 74.19 3.90 0.00
3+11 3 -33.93 74.20 3.92 0.00
4+5 3 -33.93 74.20 3.92 0.00
1+5+8 4 -32.81 74.20 3.92 0.00
1+8+9+10+14 6 -30.47 74.21 3.92 0.00
9+12+14+15 5 -31.66 74.21 3.92 0.00
2+9+12+14 5 -31.66 74.22 3.94 0.00
7+11 3 -33.94 74.22 3.94 0.00
6+9+12+14 5 -31.67 74.23 3.94 0.00
1+2+12+14 5 -31.67 74.23 3.94 0.00
9+11+12+14 5 -31.67 74.24 3.95 0.00
5+9+12+14 5 -31.67 74.24 3.96 0.00
1+3+12 4 -32.83 74.25 3.96 0.00
1+2+12 4 -32.83 74.25 3.96 0.00
1+2+8+9+14 6 -30.49 74.25 3.97 0.00
4+7 3 -33.95 74.25 3.97 0.00
7+15 3 -33.96 74.26 3.97 0.00
1+4+9 4 -32.84 74.26 3.98 0.00
7+13 3 -33.96 74.27 3.99 0.00
7+10 3 -33.96 74.27 3.99 0.00
1+6+9 4 -32.85 74.28 3.99 0.00
5+7+14 4 -32.85 74.28 4.00 0.00
1+24+9 4 -32.85 74.28 4.00 0.00
3+15 3 -33.97 74.28 4.00 0.00
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Apéndice F. Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 3.

Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Albumina; 3, Creatinina; 4, Eosinofilos; 5, FA;
6, Leucocitos; 7, Mondcitos; 8, Plaquetas; 9, Sexo; 10, Temperatura; 11, Idade X Sexo.

Modelo df logLik AlICc AAICc peso
2+6+8+9 5 -28.46 67.82 0.00 0.14
2+6+8+9+10 6 -27.78 68.84 1.02 0.08
2+5+6+8+9 6 -28.01 69.30 1.48 0.07
2+6+7+8+9 6 -28.11 69.52 1.70 0.06
2+3+6+8+9 6 -28.13 69.54 1.72 0.06
2+8+9+10 5 -29.43 69.77 1.95 0.05
1+2+6+8+9 6 -28.26 69.82 2.00 0.05
2+8+9 4 -30.73 70.05 2.23 0.05
2+4+6+8+9 6 -28.45 70.20 2.38 0.04
2+5+6+8+9+10 7 -27.35 70.45 2.63 0.04
2+6+7+8+9+10 7 -27.46 70.66 2.84 0.03
2+3+6+8+9+10 7 -27.48 70.70 2.88 0.03
2+3+5+6+8+9 7 -27.48 70.71 2.89 0.03
1+2+6+8+9+10 7 -27.62 70.98 3.16 0.03
2+5+6+7+8+9 7 -27.65 71.04 3.22 0.03
1+2+5+6+8+9 7 -27.76 71.27 3.45 0.03
2+4+6+8+9+10 7 -27.77 71.30 3.48 0.02
2+3+6+7+8+9 7 -27.86 71.47 3.65 0.02
2+3+8+9+10 6 -29.16 71.62 3.80 0.02
2+4+5+6+8+9 7 -27.94 71.64 3.82 0.02
2+3+8+9 5 -30.37 71.65 3.83 0.02
1+2+3+6+8+9 7 -27.96 71.67 3.85 0.02
1+2+6+8+9+11 7 -27.98 71.71 3.89 0.02
1+2+6+7+8+9 7 -28.01 71.76 3.94 0.02
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Apéndice G. Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 4.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5, Sangramento;
6, Convulsdo; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11, Dificuldade de
locomocdo; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secrecdes; 15, Sexo; 16, Vomito; 17, Emagrecimento.

Modelo df logLik AlICc AAICc peso
2+10+15 4 -39.23 87.05 0.00 0.03
2+7+15+17 5 -38.08 87.05 0.00 0.03
2+7+10+15+17 6 -37.24 87.75 0.71 0.02
2+7+10+15 5 -38.48 87.85 0.81 0.02
2+15 3 -40.77 87.88 0.83 0.02
2+7+15 4 -39.73 88.05 1.00 0.02
2+5+10+15 5 -38.59 88.07 1.02 0.02
2+10+15+17 5 -38.71 88.32 1.28 0.02
2+5+7+15+17 6 -37.70 88.67 1.63 0.01
2+15+17 4 -40.06 88.72 1.67 0.01
2+10+11+15 5 -38.94 88.77 1.72 0.01
2+5+7+10+15+17 7 -36.55 88.82 1.77 0.01
2+7+11+15+17 6 -37.81 88.90 1.86 0.01
2+10+15+16 5 -39.06 89.01 1.97 0.01
2+5+10+15+17 6 -37.88 89.04 2.00 0.01
2+6+10+15 5 -39.11 89.12 2.08 0.01
2+5+7+10+15 6 -37.97 89.21 2.16 0.01
1+2+10+15 5 -39.16 89.22 2.18 0.01
2+4+10+15 5 -39.18 89.25 2.21 0.01
2+9+10+15 5 -39.19 89.27 2.22 0.01
2+8+10+15 5 -39.20 89.29 2.25 0.01
2+3+10+15 5 -39.20 89.30 2.25 0.01
2+7+8+15+17 6 -38.01 89.30 2.26 0.01
2+4+7+15+17 6 -38.01 89.30 2.26 0.01
2+10+14+15 5 -39.20 89.30 2.26 0.01
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Apéndice G. (Continuagdo) Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 4. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; 16, Vomito; 17,

Emagrecimento.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
2+10+12+15 5 -39.21 89.31 2.26 0.01
2+10+13+15 5 -39.21 89.31 2.27 0.01
2+7+15+16+17 6 -38.04 89.36 231 0.01
2+7+14+15+17 6 -38.06 89.39 2.34 0.01
2+7+13+15+17 6 -38.06 89.40 2.35 0.01
10+15 3 -41.53 89.40 2.35 0.01
1+2+7+15+17 6 -38.06 89.40 2.35 0.01
2+7+12+15+17 6 -38.07 89.41 2.36 0.01
2+7+9+15+17 6 -38.07 89.42 2.37 0.01
2+6+7+15+17 6 -38.07 89.42 2.38 0.01
2+3+7+15+17 6 -38.08 89.42 2.38 0.01
2+11+15 4 -40.46 89.50 2.46 0.01
2+5+15 4 -40.49 89.58 2.53 0.01
2+7+10+11+15+17 7 -36.98 89.68 2.64 0.01
2+15+16 4 -40.58 89.74 2.69 0.01
2+14+15 4 -40.61 89.80 2.76 0.01
2+7+9+15 5 -39.46 89.81 2.77 0.01
2+7+10+11+15 6 -38.27 89.81 2.77 0.01
2+6+15 4 -40.63 89.84 2.80 0.01
2+7+9+10+15 6 -38.32 89.91 2.86 0.01
2+3+15 4 -40.68 89.95 2.90 0.01
2+7+11+15 5 -39.53 89.96 2.92 0.01
2+9+15 4 -40.69 89.96 2.92 0.01
2+10+11+15+17 6 -38.35 89.98 2.93 0.01
2+5+7+15 5 -39.54 89.98 2.93 0.01
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Apéndice G. (Continuagdo) Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 4. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; 16, Vomito; 17,

Emagrecimento.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
1+2+15 4 -40.70 89.98 2.93 0.01
2+8+15 4 -40.73 90.04 3.00 0.01
2+7+10+15+16 6 -38.40 90.06 3.02 0.01
2+4+15 4 -40.75 90.08 3.04 0.01
2+7+17 4 -40.75 90.09 3.04 0.01
2+12+15 4 -40.76 90.11 3.07 0.01
2+13+15 4 -40.76 90.12 3.07 0.01
2+6+7+10+15 6 -38.42 90.12 3.07 0.01
2+4+7+10+15 6 -38.42 90.12 3.08 0.01
2+7+8+10+15+17 7 -37.20 90.13 3.08 0.01
2+4+5+10+15 6 -38.43 90.13 3.08 0.01
2+7+10+13+15 6 -38.43 90.13 3.09 0.01
2+5+15+17 5 -39.62 90.14 3.09 0.01
2+7+10+15+16+17 7 -37.21 90.15 3.10 0.01
2+7+10+12+15 6 -38.44 90.16 3.12 0.01
2+5+6+10+15 6 -38.45 90.16 3.12 0.01
2+43+7+10+15+17 7 -37.23 90.17 3.13 0.01
2+7+14+15 5 -39.64 90.18 3.13 0.01
1+2+7+10+15 6 -38.46 90.19 3.14 0.01
2+7+15+16 5 -39.65 90.19 3.15 0.01
2+7+9+10+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
2+7+10+12+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
2+5+10+15+16 6 -38.47 90.20 3.16 0.01
1+2+7+10+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
2+7+10+14+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
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Apéndice G. (Continuagdo) Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 4. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; 16, Vomito; 17,

Emagrecimento.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
2+4+7+10+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
2+6+7+10+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
2+7+10+13+15+17 7 -37.24 90.20 3.16 0.01
2+5+10+14+15 6 -38.47 90.21 3.17 0.01
2+7+10+14+15 6 -38.47 90.22 3.18 0.01
2+3+7+10+15 6 -38.47 90.22 3.18 0.01
2+7+8+10+15 6 -38.48 90.22 3.18 0.01
2+6+7+15 5 -39.67 90.23 3.18 0.01
2+11+15+17 5 -39.67 90.23 3.18 0.01
1+2+5+10+15 6 -38.49 90.26 3.21 0.01
2+5+10+11+15 6 -38.50 90.28 3.23 0.01
1+2+7+15 5 -39.71 90.32 3.27 0.01
2+7+12+15 5 -39.72 90.34 3.29 0.01
2+7+8+15 5 -39.72 90.34 3.30 0.01
2+7+13+15 5 -39.72 90.34 3.30 0.01
2+3+7+15 5 -39.73 90.35 3.30 0.01
2+4+7+15 5 -39.73 90.35 3.31 0.01
2+10+15+16+17 6 -38.54 90.36 3.31 0.01
2+5+8+10+15 6 -38.58 90.44 3.40 0.01
2+5+9+10+15 6 -38.58 90.44 3.40 0.01
2+5+10+12+15 6 -38.59 90.44 3.40 0.01
2+45+10+13+15 6 -38.59 90.44 3.40 0.01
2+3+5+10+15 6 -38.59 90.44 3.40 0.01

91



Apéndice G. (Continuagdo) Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 4. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; 16, Vomito; 17,

Emagrecimento.
Modelo df logLik AlCc AAICc peso
2 2 -43.15 90.46 3.42 0.01
2+8+10+15+17 6 -38.63 90.54 3.49 0.01
2+7 3 -42.11 90.57 3.53 0.01
2+15+16+17 5 -39.85 90.59 3.55 0.01
2+6+10+15+17 6 -38.66 90.60 3.56 0.01
2+3+10+15+17 -38.67 90.61 3.56 0.00
1+2+10+15+17 6 -38.68 90.64 3.60 0.00
2+10+14+15+17 6 -38.69 90.66 3.61 0.00
2+10+12+15+17 6 -38.71 90.69 3.64 0.00
2+4+10+15+17 6 -38.71 90.69 3.64 0.00
2+9+10+15+17 6 -38.71 90.69 3.65 0.00
2+10+13+15+17 6 -38.71 90.70 3.65 0.00
2+10 3 -42.20 90.75 3.70 0.00
2+3+15+17 5 -39.93 90.75 3.71 0.00
2+14+15+17 5 -39.94 90.78 3.73 0.00
2+8+15+17 5 -39.95 90.80 3.75 0.00
7+10+15 4 -41.12 90.82 3.77 0.00
2+6+10+11+15 6 -38.79 90.84 3.80 0.00
2+4+15+17 5 -39.98 90.86 3.81 0.00
2+10+11+15+16 6 -38.80 90.88 3.83 0.00
2+6+15+17 5 -40.00 90.89 3.84 0.00
2+45+7+11+15+17 7 -37.59 90.90 3.85 0.00
2+5+7+14+15+17 7 -37.59 90.91 3.87 0.00
1+2+10+11+15 6 -38.83 90.94 3.90 0.00
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Apéndice G. (Continuagdo) Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 4. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,
Sangramento; 6, Convulsao; 7, Diarréia; 8, Febre; 9, Lesoes; 10, Linfadenomegalia; 11,
Dificuldade de locomogao; 12, Ofegante; 13, Dor; 14, Secregdes; 15, Sexo; 16, Vomito; 17,
Emagrecimento.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
2+4+10+11+15 6 -38.84 90.95 3.91 0.00
2+45+7+13+15+17 7 -37.63 90.99 3.94 0.00
1+2+15+17 5 -40.05 90.99 3.95 0.00
2+45+7+12+15+17 7 -37.64 90.99 3.95 0.00
2+13+15+17 5 -40.05 91.00 3.96 0.00
2+7+11+13+15+17 7 -37.64 91.01 3.97 0.00
2+49+15+17 5 -40.06 91.02 3.97 0.00
2+12+15+17 5 -40.06 91.02 3.98 0.00
10+11+15 4 -41.22 91.04 3.99 0.00
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Apéndice H. Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 5.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Albumina; 3, Creatinina; 4, Eosinofilos; 5,

Leucécitos; 6, Mondcitos; 7, Plaquetas; 8, Sexo; 9, Temperatura.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
1+2+9 4 -17.66 43.92 0.00 0.09
2+9 3 -19.06 44.48 0.57 0.07
1+2+6+9 5 -16.87 44.65 0.74 0.06
1+2+8+9 5 -17.38 45.67 1.76 0.04
1+2+4+9 5 -17.45 45.82 1.90 0.04
1+9 3 -19.75 45.85 1.93 0.04
1+2+5+9 5 -17.54 45.99 2.08 0.03
1+2+6+8+9 6 -16.40 46.09 2.17 0.03
2+5+9 4 -18.76 46.12 2.20 0.03
1+2+7+9 5 -17.66 46.22 231 0.03
1+2+5+6+9 6 -16.47 46.22 2.31 0.03
1+2+3+9 5 -17.66 46.23 231 0.03
1+2+4+6+9 6 -16.49 46.28 2.36 0.03
2+8+9 4 -18.89 46.37 2.46 0.03
2+4+9 4 -18.91 46.41 2.50 0.03
2+6+9 4 -18.93 46.45 2.53 0.03
2+7+9 4 -18.94 46.47 2.56 0.03
5+9 3 -20.07 46.49 2.57 0.03
9 2 -21.24 46.65 2.74 0.02
2+3+9 4 -19.06 46.71 2.80 0.02
7+9 3 -20.21 46.77 2.86 0.02
1+5+9 4 -19.11 46.81 2.90 0.02
1+2+3+6+9 6 -16.86 47.01 3.10 0.02
1+2+6+7+9 6 -16.86 47.02 3.10 0.02
1+7+9 4 -19.22 47.04 3.12 0.02

94



Apéndice H. (Continuagdo) Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 5. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Albumina; 3, Creatinina; 4,
Eosinofilos; 5, Leucdcitos; 6, Mondcitos; 7, Plaquetas; 8, Sexo; 9, Temperatura.

Modelo df logLik AlICce AAICc peso
5+7+9 4 -19.43 47.45 3.53 0.02
1+2+4+5+6+9 7 -15.87 47.48 3.57 0.02
1+6+9 4 -19.47 47.55 3.63 0.02
1+2+5+6+8+9 7 -15.98 47.71 3.79 0.01
1+4+9 4 -19.56 47.71 3.79 0.01
2+5+6+9 5 -18.42 47.75 3.83 0.01
5 2 -21.79 47.76 3.85 0.01
1+2+5+8+9 6 -17.24 47.78 3.86 0.01
1+2+4+5+9 6 -17.25 47.80 3.88 0.01
4+5+9 4 -19.60 47.80 3.89 0.01
2+4+5+9 5 -18.45 47.81 3.90 0.01
1+2+4+8+9 6 -17.30 47.89 3.97 0.01
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Apéndice I. Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 6.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5, Sangramento;
6, Febre; 7, Lesdes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12, Vomito; Null,

modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
6 2 -24.14 52.45 0.00 0.02
(Null) 1 -25.23 52.52 0.07 0.02
1+6 3 -23.24 52.83 0.39 0.02
1 2 -24.40 52.96 0.52 0.02
10 2 -24.66 53.50 1.05 0.01
5 2 -24.67 53.50 1.05 0.01
3+6 3 -23.77 53.89 1.44 0.01
5+6 3 -23.78 53.90 1.46 0.01
6+10 3 -23.79 53.92 1.47 0.01
1+10 3 -23.80 53.95 1.50 0.01
6+8 3 -23.82 54.00 1.55 0.01
8 2 -24.94 54.05 1.61 0.01
1+6+10 4 -22.73 54.05 1.61 0.01
5+8 3 -23.88 54.10 1.66 0.01
6+7 3 -23.90 54.16 1.71 0.01
1+5 3 -23.93 54.20 1.75 0.01
7 2 -25.01 54.20 1.75 0.01
4 2 -25.04 54.24 1.79 0.01
3 2 -25.08 54.34 1.89 0.01
619 3 -24.00 54.35 1.90 0.01
1+3+6 4 -22.90 54.39 1.94 0.01
1+8 3 -24.03 54.40 1.96 0.01
4+6 3 -24.03 54.41 1.97 0.01
1+6+8 4 -22.92 54.42 1.97 0.01
9 2 -25.18 54.53 2.08 0.01
1+5+6 4 -22.97 54.54 2.09 0.01
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Apéndice I. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 6. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Febre; 7, Lesoes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12,

Vomito; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
1+6+7 4 -22.97 54.54 2.09 0.01
2 2 -25.21 54.60 2.15 0.01
8+10 3 -24.13 54.60 2.15 0.01
2+6 3 -24.13 54.60 2.15 0.01
6+12 3 -24.13 54.60 2.15 0.01
11 2 -25.22 54.62 2.17 0.01
5+6+8 4 -23.02 54.62 2.17 0.01
6+11 3 -24.14 54.62 2.18 0.01
12 2 -25.23 54.63 2.18 0.01
1+6+9 4 -23.03 54.65 2.20 0.01
1+5+8 4 -23.05 54.70 2.25 0.01
1+7 3 -24.18 54.72 2.27 0.01
1+4 3 -24.18 54.72 2.27 0.01
1+8+10 4 -23.13 54.85 2.40 0.01
1+4+6 4 -23.16 54.90 2.45 0.01
1+9 3 -24.30 54.95 2.50 0.01
1+3 3 -24.31 54.97 2.52 0.01
5+10 3 -24.32 54.99 2.54 0.01
1+6+12 4 -23.23 55.05 2.60 0.01
1+2+6 4 -23.24 55.06 2.61 0.01
1+6+11 4 -23.24 55.07 2.63 0.01
1+12 3 -24.38 55.11 2.66 0.01
1+11 3 -24.38 55.11 2.66 0.01
1+2 3 -24.40 55.14 2.69 0.01
6+8+10 4 -23.28 55.15 2.70 0.01
1+6+8+10 5 -22.14 55.18 2.73 0.01
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Apéndice I. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 6. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Febre; 7, Lesoes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12,

Vomito; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
5+8+10 4 -23.32 55.23 2.78 0.01
3+5 3 -24.44 55.23 2.78 0.01
3+5+6 4 -23.35 55.28 2.83 0.01
7+10 3 -24.47 55.30 2.85 0.01
4+10 3 -24.48 55.30 2.86 0.01
3+10 3 -24.49 55.32 2.87 0.01
3+6+8 4 -23.38 55.35 2.90 0.01
1+5+6+8 5 -22.23 55.36 291 0.01
3+6+10 4 -23.42 55.42 2.97 0.01
4+5 3 -24.54 55.42 2.97 0.01
5+7 3 -24.56 55.48 3.03 0.01
3+6+7 4 -23.48 55.56 3.11 0.01
3+5+8 4 -23.49 55.57 3.12 0.01
9+10 3 -24.63 55.61 3.16 0.01
10+12 3 -24.64 55.64 3.19 0.00
2+10 3 -24.65 55.65 3.20 0.00
2+5 3 -24.65 55.65 3.20 0.00
3+4+6 4 -23.54 55.66 3.21 0.00
5+11 3 -24.66 55.67 3.22 0.00
10+11 3 -24.66 55.67 3.23 0.00
6+7+10 4 -23.54 55.68 3.23 0.00
549 3 -24.66 55.68 3.23 0.00
5+12 3 -24.67 55.68 3.23 0.00
5+6+10 4 -23.56 55.71 3.26 0.00
1+5+10 4 -23.57 55.72 3.27 0.00
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Apéndice I. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 6. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Febre; 7, Lesoes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12,

Vomito; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
1+4+10 4 -23.58 55.74 3.29 0.00
3+5+6+8 5 -22.43 55.75 3.30 0.00
6+8+9 4 -23.58 55.76 3.31 0.00
3+6+9 4 -23.58 55.76 3.31 0.00
1+3+6+10 5 -22.43 55.76 3.32 0.00
6+7+8 4 -23.59 55.77 3.32 0.00
3+8 3 -24.72 55.79 3.34 0.00
7+8 3 -24.73 55.82 3.37 0.00
1+3+6+8 5 -22.47 55.84 3.39 0.00
4+7 3 -24.75 55.84 3.39 0.00
1+5+8+10 5 -22.48 55.86 341 0.00
1+6+7+10 5 -22.48 55.86 341 0.00
3+4 3 -24.77 55.89 3.44 0.00
5+6+7 4 -23.65 55.89 3.44 0.00
1+7+10 4 -23.66 55.90 3.46 0.00
1+6+8+9 5 -22.53 55.96 3.51 0.00
4+6+10 4 -23.69 55.96 3.51 0.00
3+6+12 4 -23.69 55.96 3.51 0.00
2+6+8 4 -23.70 55.98 3.53 0.00
2+8 3 -24.82 55.98 3.54 0.00
6+9+10 4 -23.71 56.01 3.56 0.00
4+5+6 4 -23.71 56.01 3.56 0.00
4+8 3 -24.83 56.01 3.56 0.00
3+7 3 -24.85 56.04 3.59 0.00
1+3+10 4 -23.73 56.04 3.60 0.00
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Apéndice I. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 6. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Febre; 7, Lesoes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12,

Vomito; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
8+9 3 -24.86 56.07 3.62 0.00
1+9+10 4 -23.74 56.07 3.62 0.00
5+6+9 4 -23.75 56.08 3.63 0.00
1+3+6+7 5 -22.59 56.08 3.63 0.00
6+10+12 4 -23.75 56.10 3.65 0.00
4+6+7 4 -23.75 56.10 3.65 0.00
2+5+6 4 -23.77 56.12 3.67 0.00
4+6+8 4 -23.77 56.12 3.67 0.00
3+6+11 4 -23.77 56.13 3.68 0.00
2+3+6 4 -23.77 56.13 3.68 0.00
2+6+10 4 -23.77 56.13 3.68 0.00
1+3+5+6 5 -22.62 56.13 3.69 0.00
5+6+12 4 -23.78 56.14 3.69 0.00
6+10+11 4 -23.78 56.14 3.69 0.00
5+6+11 4 -23.78 56.14 3.70 0.00
3+8+10 4 -23.78 56.15 3.70 0.00
1+6+9+10 5 -22.63 56.15 3.70 0.00
1+4+5 4 -23.78 56.15 3.70 0.00
1+6+7+8 5 -22.63 56.16 3.71 0.00
1+5+6+10 5 -22.63 56.16 3.72 0.00
8+11 3 -24.91 56.16 3.72 0.00
1+10+11 4 -23.79 56.17 3.72 0.00
1+5+7 4 -23.79 56.17 3.72 0.00
1+10+12 4 -23.79 56.18 3.73 0.00
5+6+8+10 5 -22.64 56.18 3.73 0.00
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Apéndice I. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o

Modelo 6. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,

Sangramento; 6, Febre; 7, Lesoes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12,

Vomito; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
1+2+10 4 -23.80 56.18 3.73 0.00
1+4+6+10 5 -22.65 56.19 3.74 0.00
6+8+11 4 -23.81 56.21 3.76 0.00
1+3+5 4 -23.81 56.21 3.76 0.00
5+7+8 4 -23.81 56.21 3.77 0.00
1+7+8 4 -23.81 56.22 3.77 0.00
6+8+12 4 -23.82 56.22 3.77 0.00
8+12 3 -24.94 56.22 3.77 0.00
1+3+6+9 5 -22.67 56.23 3.78 0.00
6+7+9 4 -23.82 56.24 3.79 0.00
5+8+11 4 -23.84 56.26 3.81 0.00
1+8+9 4 -23.84 56.28 3.83 0.00
1+2+5 4 -23.86 56.30 3.86 0.00
2+5+8 4 -23.86 56.31 3.86 0.00
4+5+8 4 -23.86 56.31 3.87 0.00
4+9 3 -24.98 56.32 3.87 0.00
1+3+8 4 -23.87 56.32 3.87 0.00
7+9 3 -24.99 56.33 3.88 0.00
6+7+12 4 -23.87 56.34 3.89 0.00
5+8+9 4 -23.88 56.34 3.89 0.00
5+8+12 4 -23.88 56.34 3.89 0.00
1+2+6+10 5 -22.72 56.34 3.89 0.00
7+11 3 -25.00 56.34 3.90 0.00
7+12 3 -25.00 56.34 3.90 0.00
1+6+10+11 5 -22.73 56.35 3.90 0.00
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Apéndice I. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 6. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Anemia; 3, Anorexia; 4, Apatia; 5,
Sangramento; 6, Febre; 7, Lesoes; 8, Linfadenomegalia; 9, Ofegante; 10, Dor; 11, Sexo; 12,
Vomito; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
3+6+8+10 5 -22.73 56.35 3.90 0.00
2+4 3 -25.01 56.36 391 0.00
1+6+10+12 5 -22.73 56.36 3.91 0.00
2+7 3 -25.01 56.37 3.92 0.00
1+5+12 4 -23.89 56.37 3.92 0.00
1+3+4+6 5 -22.74 56.37 3.92 0.00
3+9 3 -25.02 56.38 3.93 0.00
2+8+10 4 -23.90 56.39 3.94 0.00
2+6+7 4 -23.90 56.39 3.95 0.00
4+6+9 4 -23.90 56.39 3.95 0.00
6+7+11 4 -23.90 56.40 3.95 0.00
1+4+7 4 -23.91 56.41 3.96 0.00
4+11 3 -25.03 56.42 3.97 0.00
4+12 3 -25.04 56.42 3.97 0.00
1+5+9 4 -23.92 56.43 3.98 0.00
1+5+11 4 -23.92 56.43 3.98 0.00
1+4+8 4 -23.92 56.43 3.98 0.00
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Apéndice J. Selecdo de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 7.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Leucdcitos; 3, Linfocitos; 4, Mondcitos; 5,
Plaquetas; 6, PPT; 7, Sexo; 8, VG; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
(Null) 1 -9.42 21.00 0.00 0.24
7 2 -9.08 22.66 1.66 0.11
3 2 -9.18 22.86 1.86 0.10
1 2 -9.31 23.12 2.12 0.08
6 2 -9.33 23.16 2.16 0.08
4 2 -9.39 23.27 2.28 0.08
5 2 -9.40 23.30 2.30 0.08
8 2 -9.40 23.30 2.31 0.08
2 2 -9.42 23.33 2.34 0.08
3+7 3 -8.73 24.50 3.50 0.04
6+7 3 -8.92 24.89 3.89 0.03
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Apéndice K. Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 8.

Legenda: df, graus de liberdade; 1, Idade; 2, Leucdcitos; 3, Linfocitos; 4, Mondcitos; 5,

Plaquetas; 6, PPT; 7, sexo; 8, VG; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlICc AAICc peso
(Null) 1 -18.55 39.26 0 0.14
6 2 -17.65 39.8 0.55 0.1

8 2 -18.13 40.75 1.5 0.06
5 2 -18.19 40.89 1.63 0.06
1 2 -18.35 41.2 1.95 0.05
7 2 -18.41 41.33 2.07 0.05
2 2 -18.5 41.49 2.23 0.04
4 2 -18.52 41.53 2.28 0.04
3 2 -18.52 41.54 2.28 0.04
5+6 3 -17.37 41.78 2.52 0.04
6+8 3 -17.52 42.08 2.83 0.03
3+6 3 -17.54 42.13 2.88 0.03
1+6 3 -17.55 42.15 2.9 0.03
6+7 3 -17.58 42.21 2.96 0.03
4+6 3 -17.63 42.31 3.05 0.03
2+6 3 -17.64 42.32 3.06 0.03
3+8 3 -17.83 42.71 3.46 0.02
1+8 3 -17.89 42.83 3.57 0.02
5+8 3 -17.94 42.92 3.67 0.02
1+5 3 -17.96 42.97 3.71 0.02
7+8 3 -17.99 43.03 3.77 0.02
3+5 3 -18.02 43.09 3.83 0.02
5+7 3 -18.05 43.15 3.89 0.02
4+5 3 -18.06 43.16 3.91 0.02
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Apéndice L. Selecao de modelos e resultados da média de modelos para o Modelo 9.
Legenda: df, graus de liberdade; 1, Leucdcitos; 2, Linfocitos; 3, Monocitos; 4, Plaquetas; 5,

PPT; 6, VG; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlCc AAICc peso
(Null) 1 -13.11 28.32 0 0.11
5 2 -12.26 28.83 0.51 0.09
4 2 -12.3 28.92 0.6 0.08
4+5 3 -11.41 29.47 1.15 0.06
2+4 3 -11.48 29.61 1.3 0.06
2 2 -12.79 29.89 1.57 0.05
1 2 -12.88 30.08 1.77 0.05
6 2 -13.08 30.48 2.16 0.04
3 2 -13.1 30.52 22 0.04
1+4 3 -11.95 30.55 2.24 0.04
2+4+5 4 -10.82 30.75 243 0.03
1+5 3 -12.06 30.77 2.45 0.03
2+5 3 -12.11 30.87 2.56 0.03
5+6 3 -12.12 30.88 2.57 0.03
3+5 3 -12.25 31.15 2.84 0.03
3+4 3 -12.28 31.2 2.89 0.03
4+6 3 -12.3 31.24 2.93 0.03
2+4+6 4 -11.14 31.39 3.07 0.02
1+4+5 4 -11.17 31.45 3.13 0.02
1+2+4 4 -11.24 31.59 3.28 0.02
2+6 3 -12.54 31.73 3.41 0.02
4+5+6 4 -11.34 31.79 3.47 0.02
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Apéndice L. (Continuacao) Sele¢ao de modelos e resultados da média de modelos para o
Modelo 9. Legenda: df, graus de liberdade; 1, Leucoécitos; 2, Linfécitos; 3, Monocitos; 4,
Plaquetas; 5, PPT; 6, VG; Null, modelo nulo.

Modelo df logLik AlICc AAICc peso
1+2 3 -12.62 31.89 3.57 0.02
3+4+5 4 -11.41 31.93 3.61 0.02
2+3+4 4 -11.48 32.06 3.75 0.02
1+6 3 -12.72 32.09 3.78 0.02
2+3 3 -12.79 32.22 3.91 0.02
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