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ESTUDO DAS INFECCOES POR HEMOPLASMAS EM CAES E GATOS
DOMESTICOS

RESUMO

Hemoplasmas sdo micoplasmas hemotrépicos que nao possuem parede
celular e crescem na superficie de eritrécitos podendo causar anemia
infecciosa em diferentes espécies de mamiferos. Gatos sao infectados por
trés espécies principais: Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ (CMhm) e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’
(CMt) e em caes as espécies Mycoplasma haemocanis (Mhc) e ‘Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’ (CMhp) sdo as mais prevalentes. O presente
estudo teve como objetivos determinar a ocorréncia e a filogenia das
espécies de hemoplasmas em gatos da capital do Brasil e cidades satélites e
de cdes da Nigéria, Africa, e verificar se ha correlagdo com alteracdes
hematolégicas. Amostras de sangue foram coletadas de 451 gatos de
diferentes origens de Brasilia, DF e de 246 caes de Jos, Plateau State,
Nigeria e submetidas a avaliagao eritrocitaria e extragcdo de DNA para PCRs
e sequenciamento. No estudo em gatos, hemoplasmas foram encontrados
em 13.8% dos animais. CMhm foi a espécie mais prevalente (13.8% dos
gatos), seguida pelo Mhf (11.1%) e CMt (4.4%). Mais de 80% dos gatos
infectados por hemoplasmas estavam infectados por duas ou mais espécies:
7.1% estavam co-infectados com Mhf/CMhm, 0,4% com CMhm/CMt e 3,9%
com Mhf/CMhm/CMt. O género masculino estava significativamente
associado com infeccdo por hemoplasmas. Nenhuma associagao entre o
resultado da qPCR para hemoplasmas e paradmetros hematologicos foi
encontrada, porém o numero relativo de coépias de CMhm apresentou
correlagdo com o numero de eritrécitos e hematdcrito. As sequencias do
gene 16S rRNA (>1Kb) das espécies de hemoplasmas provenientes de gatos
com co-infecgdes foram obtidos usando oligonucleotideos espécie
especificos, o que permitiu a obtengcdo de sequencias do gene 16S rRNA
apesar do alto nivel de co-infecgdes, que impossibilita o uso de
oligonucleotideos universais para o gene 16S rRNA. Dentro de cada espécie
as sequencias de Mhf, CMhm e CMt apresentaram identidade de >99.8%,
>98.5% e >98.8%,respectivamente. As sequencias de Mhf, CMhm e CMt

ix



apresentaram >99.2%, >98.4% e >97.8% de identidade, respectivamente,
com sequencias do GenBank. A analise filogenética demonstrou todas as
sequencias do Mhf em um unico grupo, enquanto as sequencias de CMhm e
CMt se agruparam em 3 subgrupos distintos. Estes achados filogenéticos
sugerem a existéncia de diferentes cepas de CMhm e CMt. No estudo em
caes, a qPCR espécie especifica detectou infeccdo por Mhc em 18 dos 245
caes (7,3%) e CMhp em apenas um cao (0,4%). A qPCR de género de
hemoplasmas foi positiva em 44 dos 245 (17,9%) dos caes. Vinte e cinco
caes tiveram resultados discordantes nas qPCRs, nos quais foram positivos
na qPCR de género de hemoplasmas, mas negativos na qPCR espécie
especifica. A avaliagdo desses caes discordantes por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA gerou resultados limitados, mas em 5
caes confirmou-se a infeccdo por espécies diferentes de hemoplasmas: 2
Anaplasma phagocytophilum, 1 Anaplasma ovis, 1 Serratia marcescens e 1
Aerococcus spp. O sequenciamento do gene 16S rRNA dos Mhc mostrou
>99,8% de identidade entre elas e >99,6% de identidade com sequencias
disponiveis no GenBank e permaneceram no mesmo grupo de outras
sequencias de Mhc e Mycoplasma haemofelis, indicando baixa variabilidade

genética do gene 16S rRNA entre Mhc de diferentes origens.

Palavras-chave: hemoplasmas, caes, gatos, prevaléncia, filogenia



STUDY OF THE HAEMOPLASMA INFECTIONS IN DOMESTIC DOGS AND
CATS

ABSTRACT

Haemoplasmas are wall less haemotropic mycoplasmas that attach and
grown in the surface of erythrocytes and cause anaemia in different mammals
species. Cats are infected with three main species: Mycoplasma haemofelis
(Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm) and ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’ (CMt), while in dogs the species Mycoplasma
haemocanis (Mhc) and ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ (CMhp)
are the most prevalent. The aims of the present study were to determine the
occurrence and the phylogeny of haemoplasma species from cats in Brasilia
and surrounding cities and from dogs in Nigeria, Africa; and assess weather
any correlation existed between haemoplasma infection and haematological
abnormalities. Blood samples were collected from 451 cats in different origins
of Brasilia, DF and from 246 dogs from Jos, Plateau State, Nigeria; submitted
to erythrocyte evaluation and DNA extraction for PCR analysis and
sequencing. In the cats study, haemoplasmas were found in 13.8% of 432
cats. CMhm was the most prevalent species (in 13.8% of cats), followed by
Mhf (11.1%) and CMt (4.4%). Over 80% of haemoplasma-infected cats
harboured two or more feline haemoplasma species: 7.1% of cats were co-
infected with Mhf/lCMhm, 0.4% with CMhm/CMt and 3.9% with
Mhf/CMhm/CMt. Male gender was significantly associated with haemoplasma
infections. No association was found between gPCR haemoplasma status
and haematological variables, however CMhm relative copy numbers were
correlated with red blood cell (RBC) numbers and packed cell volume (PCV).
Haemoplasma 16S rRNA gene sequences (>1Kb) were derived from co-
infected cats using novel haemoplasma species-specific oligonucleotides.
This allowed 16S rRNA gene sequences to be obtained despite the high level
of co-infection, which precluded the use of universal 16S rRNA gene
oligonucleotides. Within each species, the Mhf, CMhm and CMt sequences
showed >99.8%, >98.5% and >98.8% identity, respectively. The Mhf, CMhm
and CMt sequences showed >99.2%, >98.4% and >97.8% identity,

respectively, with GenBank sequences. Phylogenetic analysis showed all Mhf
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sequences to reside in a single clade, whereas the CMhm and CMt
sequences each grouped into three distinct subclades. These phylogeny
findings suggest the existence of different CMhm and CMt strains. In the dogs
study, species-specific gPCR assays found Mhc infection in 18 of 245 dogs
(7.3%), and CMhp infection in only one dog (0.4%). The generic
haemoplasma qPCR assays were positive in 44 of 245 (17.9%) dogs. Twenty-
five dogs had discordant qPCR results in that they were generic
haemoplasma gqPCR positive but species-specific qPCR negative. Further
evaluation of these dogs by 16S rDNA sequencing gave limited results but 5
were confirmed to be infected with non-haemoplasma species: The 16S rRNA
gene sequences from Mhc species showed >99.8% identity with each other
and >99.6% identity with GenBank sequences, and resided in a single clade
with other global Mhc and Mycoplasma haemofelis sequences, indicating low

16S rRNA genetic variability amongst this canine haemoplasma species.

Keywords: haemoplasmas, dogs, cats, prevalence, phylogeny
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1.2 Abstract

Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm) and ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt) are
agents of feline haemoplasmosis and can induce anaemia in cats. This study
aimed to determine the prevalence and phylogeny of haemoplasma species in
cats from Brazil's capital and surrounding areas, and whether correlation with
haematological abnormalities existed. Feline haemoplasmas were found in
13.8% of 432 cats. CMhm was the most prevalent species (in 13.8% of cats),
followed by Mhf (11.1%) and CMt (4.4%). Over 80% of haemoplasma-infected
cats harboured two or more feline haemoplasma species: 7.1% of cats were
co-infected with Mhf/CMhm, 0.4% with CMhm/CMt and 3.9% with
Mhf/CMhm/CMt. Male gender was significantly associated with haemoplasma
infections. No association was found between gPCR haemoplasma status
and haematological variables, however CMhm relative copy numbers were
correlated with red blood cell (RBC) numbers and packed cell volume (PCV).
Haemoplasma 16S rRNA gene sequences (>1Kb) were derived from co-
infected cats using novel haemoplasma species-specific oligonucleotides.
This allowed 16S rRNA gene sequences to be obtained despite the high level
of co-infection, which precluded the use of universal 16S rRNA gene
oligonucleotides. Within each species, the Mhf, CMhm and CMt sequences
showed >99.8%, >98.5% and >98.8% identity, respectively. The Mhf, CMhm
and CMt sequences showed >99.2%, >98.4% and >97.8% identity,
respectively, with GenBank sequences. Phylogenetic analysis showed all Mhf
sequences to reside in a single clade, whereas the CMhm and CMt
sequences each grouped into three distinct subclades. These phylogeny

findings suggest the existence of different CMhm and CMt strains.

Keywords: haemoplasma, Brazil, cats, prevalence, co-infections



Resumo

Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm) e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt) sdo os
agentes causadores da hemoplasmose felina e podem induzir anemia em
gatos. O presente estudo teve como objetivos determinar a prevaléncia e a
filogenia das espécies de hemoplasmas em gatos da capital do Brasil e
cidades satélites, e verificar se ha correlagdo com alteragdes hematoldgicas.
Hemoplasmas foram encontrados em 13.8% de 432 gatos. CMhm foi a
espécie mais prevalente (13.8% dos gatos), seguida pelo Mhf (11.1%) e CMt
(4.4%). Mais de 80% dos gatos infectados por hemoplasmas estavam
infectados por duas ou mais espécies: 7.1% estavam co-infectados com
Mhf/CMhm, 0,4% com CMhm/CMt e 3,9% com Mhf/CMhm/CMt. O género
masculino estava significativamente associado com infeccdo por
hemoplasmas. Nenhuma associagdo entre o resultado da gqPCR para
hemoplasmas e paradmetros hematoldgicos foi encontrada, porém o numero
relativo de copias de CMhm apresentou correlagdo com o numero de
eritrocitos e hematécrito. As sequencias do gene 16S rRNA (>1Kb) das
espécies de hemoplasmas provenientes de gatos com co-infecgdes foram
obtidos usando oligonucleotideos espécie especificos, o que permitiu a
obtencdo de sequencias do gene 16S rRNA apesar do alto nivel de co-
infeccbes, que impossibilita o uso de oligonucleotideos universais para o
gene 16S rRNA. Dentro de cada espécie as sequencias de Mhf, CMhm e CMt
apresentaram identidade de >99.8%, >98.5% e >98.8%,respectivamente. As
sequencias de Mhf, CMhm e CMt apresentaram >99.2%, >98.4% e >97.8%
de identidade, respectivamente, com sequencias do GenBank. A analise
filogenética demonstrou todas as sequencias do Mhf em um Unico grupo,
enquanto as sequencias de CMhm e CMt se agruparam em 3 subgrupos
distintos. Estes achados filogenéticos sugerem a existéncia de diferentes
cepas de CMhm e CMt.

Palavras chave: hemoplasmas, Brasil, gatos, prevaléncia, co-infec¢des



1.3 INTRODUGAO

Hemoplasmas s&o micoplasmas hemotrépicos que ndo possuem
parede celular e crescem na superficie de eritrécitos podendo causar anemia
infecciosa em diferentes espécies de mamiferos. Embora suas caracteristicas
basicas sejam conhecidas (Messick, 2004), nenhuma espécie de
hemoplasma foi cultivada in vitro. As trés principais espécies que infectam
gatos sao: Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm) e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt). Mhf &
0 mais patogénico, geralmente levando a anemia hemolitica durante a
infeccdo aguda. Em contraste, CMhm e CMt sdo menos patogénicos, mas
em associacao com Mhf ou retrovirus podem induzir anemia (Tasker et al.,
2009).

Hemoplasmas sédo encontrados por todo mundo e no Brasil ja foram
identificados em gatos (Biondo et al., 2009a), caes (Biondo et al., 2009a),
gado (Girotto et al., 2012), capivaras (Vieira et al., 2009), ledes (Guimaraes et
al.,, 2007) e veados (Grazziotin et al., 2011). Recentemente, o potencial
zoonotico dos hemoplasmas foi reportado apés a identificagcdo molecular de
hemoplasmas em um homem com imunossupressao e outro com exposigao
frequente a animais infectados por hemoplasmas (dos Santos et al., 2008;
Steeret al., 2011; Sykes et al., 2010). Além disso, gatos domésticos podem
servir como fonte de hemoplasmas para animais selvagens (André et al.,
2014).

A prevaléncia de hemoplasmas em gatos domésticos de diferentes

estados brasileiros ja foi reportada em estudos anteriores tais como no Mato



Grosso do Sul (MS) (36.4%) (Santis et al., 2014), Rio de Janeiro (RJ) (12%)
(Macieira et al., 2008), Rio Grande do Sul (RS) (21.3%) (Santos et al.,
2009a), Maranhao (MA) (12%) (Braga et al., 2012), Sao Paulo (SP) (32% e
6.5%) (André et al., 2014; de Bortoli et al., 2012) e Mato Grosso (MT) (8.4%)
(Miceli et al.,, 2013). Contudo, poucos estudos reportaram achados
hematolégicos ou analise filogenética. Naqueles em que estudo filogenético
foi incluido, apenas pequenas sequencias do gene 16S rRNA (<600pb) foram
usadas (Andre et al., 2014; Miceli et al., 2013; Santis et al., 2014) ou as
sequencias nao foram disponibilizadas no GenBank (Braga et al, 2012).
Somado a isso, poucos gatos positivos ou ndo mais do que duas sequencias
de referéncia para cada espécie de hemoplasma foram utilizadas na analises
filogenéticas até entdo publicadas. Dessa forma, estudos adicionais acerca
da filogenia das espécies de hemoplasmas felinos no Brasil sdo necessarios,
utilizando sequéncias do gene 16S rRNA mais completas e/ou outros genes,
se possivel. Os objetivos deste estudo foram avaliar a prevaléncia e filogenia
dos hemoplasmas de gatos naturalmente infectados de Brasilia e cidades
satélites, e determinar se ha correlagao entre infecgao por hemoplasmas e

alteragbes hematologicas.



1.4 MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

De 2009 a 2013, foram colhidas amostras de aproximadamente 2,5ml
de sangue em tubos com EDTA de felinos domésticos dos seguintes grupos
a fim de adquirir a maior e mais heterogénea populacao possivel: i) gatos da
cidade de Brasilia e cidades satélites atendidos no Hospital Veterinario da
UnB e clinicas locais, ii) gatos domiciliados de 7 cidades satélites (Planaltina,
Vicente Pires, Guara, Ceilandia, Samambaia, Taguatinga e Gama) que
participaram da campanha de vacinagao antirrabica de 2012 e 2013, iii) gatos
domiciliados de uma cidade satélite de Sobradinho amostrados durante um
programa de levantamento de leishmaniose conduzido pelo servigo de saude
publica, e iv) gatos de um abrigo localizado na periferia de Brasilia.

Foram recolhidos dados referentes a género mas nao sobre a
condic&do de saude ou idade dos animais.

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade de Brasilia

com o numero de protocolo UnBDOC n°43938/2012.

Analise eritrocitaria

A concentragdo de hemoglobina e o numero de eritrocitos foram
determinados em um contador de células veterinario semi-automatico (ABC
Vet-Horiba® ABX diagnostics, Brasil) e o volume globular (VG) foi
determinado pelo método do microhematdcrito. O volume corpuscular médio

(VCM) e a concentragao de hemoglobina corpuscular media (CHCM) foram



calculados a partir da hemoglobina, VG e nimero de eritrocitos. Gatos com

VG < 24% foram considerados anémicos.

Extracao de DNA

DNA foi extraido de 100ul de sangue utilizando um kit comercial
(Hlustra blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare, UK) de acordo com
as recomendacgdes do fabricante. O DNA foi eluido em 100ul de tampao de

eluicdo que acompanha o kit e armazenado a -20°C até analise.

PCRs convencionais: GAPDH e de género para hemoplasmas

Todas as amostras foram submetidas a uma PCR convencional para
identificacdo do gene da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) a fim de verificar a presenca de inibidores da PCR e avaliar a
qualidade do DNA. A PCR incluiu os oligonucleotideo descritos por
Birkenheuer et al. (2003) e seguiu o0 seguinte protocolo: 1 uL da amostra de
DNA foi amplificada usando 0.5 uM de cada primer, 1.25 U de Taqg DNA
Polymerase recombinante, 0.2 mM de dNTPs, 1X tampao e 1.5 mM MgCl,
(todos Invitrogen™) com agua até completar o volume de 25 L. A
amplificagcao foi feita em um termociclador (FTGene5D, Techgene, UK) com
desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacao (94°C; 30 segundos), anelamento (52°C; 1 minuto) e extensao
(72°C; 1 minuto), terminando com extensao final de 72°C por 5 minutos. Agua
foi usada como controle negativo e DNA extraido de um gato saudavel foi
usado como controle positivo. Amostras com bandas de 400pb apds

eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio foram



consideradas positivas e, dessa forma, com DNA em qualidade e quantidade
suficiente para os préximos testes moleculares.

Apods a PCR para GAPDH, as amostras foram testadas para presenca
de hemoplasmas por meio de uma PCR convencional para o género de
hemoplasmas adaptada de Criado-Fornelio et al. (2003) que amplifica
fragmentos de 595pb do gene 16S rRNA. Na reacdo, 2 uL da amostra de
DNA foi amplificada usando 0.5 uM de cada primer, 1.0 U de Taq DNA
Polymerase recombinante, 0.25 mM de dNTPs, 1X tampédo e 2.5 mM de
MgCl, (todos Invitrogen™) com &gua para completar 25 pL. A reacdo foi
realizada em um termociclador (FTGene5D, Techgene, UK) com
desnaturacao inicial de 94°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de
desnaturagcao (94°C; 30 segundos), anelamento (50°C; 30 segundos) e
extensdo (72°C; 30 segundos), seguidos de extensao final de 72°C por 10
minutos. Agua foi usada como controle negativo e o DNA de um gato
naturalmente infectado por hemoplasma previamente diagnosticado pela
citologia de esfregaco e PCR foi usado como controle positivo. Os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado
com brometo de etidio. Amostras com fragmentos de 595pb foram

consideradas positivas.

PCRs em tempo real espécie especificas e determinacao do
numero relativo de copias

Todas as amostras com DNA suficiente e resultados positivos na PCR
de género para hemoplasmas foram enviadas para a Universidade de Bristol,

Inglaterra para subsequente PCR em tempo real quantitativa (qPCR)



conforme descrito por Peters et al. (2008b) para identificar as espécies de
hemoplasmas (Mhf, CMhm e/ou CMt) presentes e determinar o numero
relativo de copias. Todas as reagdes de gPCR foram combinadas com uma
reacao de controle interno (gene 28S rRNA felino) para demonstrar a
presenca de DNA adequado para amplificacdo e excluir a presenca de
inibidores; o limite de 22 ciclos (Ct=cycle threshold) foi estabelecido para que
as amostras fossem consideradas suficientes. Em cada reacdo, DNA de um
gato hemoplasma positivo foi usado como controle positivo e agua foi usada
como controle negativo.

O numero relativo de copias foi calculado usando a equacdo E-“,
assumindo que o maior Ct no conjunto de amostras seja 1 copia de
hemoplasma/reacdo (ACt= maior Ct -amostra Ct) e considerando as
eficiéncias de reacao (E) das qPCR para Mhf, CMhm e CMt previamente

determinadas (Peters et al., 2008b) a partir das curvas padrao.

Sequenciamento do gene 16S rRNA

Foram selecionadas amostras positivas com os menores Cts (11 CMt,
10 Mhf e 10 CMhm) representando diferentes regides geograficas do DF para
amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rRNA. A fim de sequenciar o
gene 16S rRNA de cada espécie de hemoplasma nos diversos gatos co-
infectados por mais de uma espécie de hemoplasma, foram desenhados
oligonucleotideo espécie especificos para o gene 16S rRNA para amplificar
cerca de 1200pb do gene por meio de uma PCR convencional. Para o
desenho dos oligonucleotideo, sequencias completas do gene 16S rRNA das

espécies de hemoplasmas felinos disponiveis no GenBank (numeros de



acesso AY831867, DQ157150, DQ157151, DQ464417, DQ464418,
DQ464419, DQ464420, DQ464421, DQ464422, DQ464423, DQ464424,
DQ464425, AF271154, AY150974, AY150978, AY150979, AY150980,
AY150981, U88564, AF178677, AF548631, AY069948, AY150972,
AY150976, AY150977, AY150984, AY150985, U88563, U95297) foram
selecionadas e alinhadas usando o Clustal-W no programa MacVector versao
13.0.3. A sequencia final resultante da combinacao de todas as sequencias
disponiveis para a mesma espécie de hemoplasma (sequencia consenso) foi
usada para identificar manualmente as regides mais especificas do gene 16S
rRNA a partir das quais os oligonucleotideo poderiam ser obtidos. Pequenas
sequencias de 25-30pb foram selecionadas como oligonucleotideo forward
(5’-3) e reverse (3-5’) e testadas usando o programa Primer3 (web version
4.0.0; http://primer3.ut.ee/) para selecionar os pares de oligonucleotideo com
temperaturas de anelamento adequadas, baixa auto-complementariedade e
complementariedade 3’ e formagao de hairpin.

Dois pares de oligonucleotideo para cada espécie de hemoplasma
foram selecionados baseados no tamanho dos produtos previstos,
temperatura de anelamento e baixa complementariedade dos pares (Tabela
1.1). As especificidades dos oligonucleotideo foram testadas incialmente
usando o BLAST contra todas sequencias de DNA existentes no GenBank e
em seguida cada par de oligonucleotideo foi utilizado em uma reagao de
PCR, cujas amostras incluiram amostras positivas para outras espécies de
hemoplasmas em alta concentracdo (10’ de CMhm, 10’ de Mhf ou 10* de
CMt) para avaliar reagdes cruzadas. Os oligonucleotideo selecionados foram

testados em uma reacao de 25uL contendo 12.5uL do 2X Promega GoTaq®
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Hot Start Colorless Master Mix (USA) adicionado de 0.2uM de cada
oligonucleotideo e 1uL da amostra de DNA e agua para atingir o volume de
25uL. A reacéo foi realizada em um termociclador (SureCycler 8800 - Agilent
Technologies, USA) nas seguintes condigdes: 95°C por 5 minutos, seguido
de 45 ciclos de amplificacdo (95°C, 10 s; 62°C, 30 s; 72°C 90 s) com
extensao final de 72°C por 5 minutos. Gatos infectados por Mhf, CMt e CMhm
individualmente previamente identificados pela qPCR espécie especifica e
agua foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Os
produtos foram identificados por eletroforese em um gel de agarose a 1.5%
corado com brometo de etidio.

Os produtos da PCR com o tamanho esperado de aproximadamente
1200pb foram purificados com o kit NucleoSpin® Gel e PCR Clean-up
(MACHEREY NAGEL GmbH & Co.) de acordo com as recomendagdes do

t™ (Invitrogen™) e

fabricante, depois quantificados com o fluorometro Qubi
enviados ao servigo de sequenciamento de DNA do MRCPPU, College of Life
Sciences, University of Dundee, Scotland (www.dnaseq.co.uk) para
sequenciamento usando o Applied Biosystems Big-Dye Ver 3.1 no
sequenciador automatico por capilaridade Applied Biosystems model 3730. O
sequenciamento foi realizado no sentido sense e antisense usando
oligonucleotideos externos especificos (MhfFw2/MhfRev2,
CMhmFw2/CMhmRev2, CMtFw2/CMtRev2) e oligonucleotideos internos
(Tabela 1). Os oligonucleotideo internos foram desenhados manualmente a
partir de regides altamente conservadas do gene 16S rRNA apds

alinhamento de sequencias do gene 16S rRNA das 3 espécies de

hemoplasmas felinos, conferidas e selecionadas usando o Primer3.
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Analise filogenética

Analise e edicdo das sequencias foram realizadas no MacVector
versao 13.0.3, Inc. A reconstrugcado das sequéncias quase completas do gene
16S rRNA das 11 amostras CMt positivas, 10 Mhf positivas e 10 CMhm
positivas foi realizada por meio da combinagcdo das sequencias individuais
provenientes dos oligonucleotideo internos e externos. As novas sequencias
do gene 16S rRNA produzidas neste estudo e as sequencias do mesmo gene
disponiveis no GenBank foram alinhadas usando o Clustal-W. A arvore
filogenética foi gerada usando o método de Neighbor-Joining a partir da
distdncia P da matriz e os dados foram reorganizados 1000 vezes para
estimar a confianga nos padrbes de ramificagao.

As novas sequencias do gene 16S rRNA geradas neste estudo foram
submetidas ao GenBank com os seguintes numeros de acesso: sequencias
Mhf (KM275238-KM275247), sequencias CMhm (KM275248-KM275257) e

sequencias CMt (KM275258-KM275268).

Andlise estatistica

A fim de determinar com maior precisdo a prevaléncia dos
hemoplasmas na regido do DF, o tamanho da amostra necessaria foi
estimada de acordo com Thrusfield (1986) com base em evidencias
previamente publicadas (Biondo et al.,, 2009b; Barker et al., 2010) com
preciséo de 5% e intervalos de confianga de 95%.

Os dados foram computados no Excel® e a avaliagao estatistica foi
realizada no programa SPSS para Windows (SPSS Inc., Chicago IL, USA).

As prevaléncias das variaveis categoricas (género, resultado das PCRs
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convencional e em tempo real) foram calculadas com intervalos de confianga
de 95% usando o método binomial exato de Clopper-Pearson e as diferencas
foram analisadas por meio do teste x?. Os gatos foram divididos em 5 grupos
de acordo com o resultado da gPCR: gatos hemoplasma negativo, gatos
infectados por CMhm apenas, gatos co-infectados por CMhm e Mhf, gatos
co-infectados por CMhm e CMt, e gatos co-infectados pro CMhm, Mhf e CMt
(nenhum gato infectado apenas por Mhf ou CMt foi encontrado). O teste
Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a distribuicado normal das variaveis
continuas (VG, namero de eritrécitos, concentracao de hemoglobina, VCM e
CHCM). O teste Kruskal-Wallis foi usado para determinar se havia qualquer
diferenga significante entre os grupos de gatos para as variaveis
hematoldgicas continuas ndo normalmente distribuidas. O teste de Spearman
foi usado para avaliar a correlacdo em dados ndo normalmente distribuidos.

Valores de p > 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.
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1.5 RESULTADOS

Foi estimado que uma amostra de 349 gatos seria necessaria para
determinar a prevaléncia dos hemoplasma em felinos em Brasilia e cidades
satélites. De 2009 a 2013, 451 amostras foram coletadas.

Os resultados da PCR convencional para género de hemoplasmas e
da gPCR espécie especifica estdo resumidas na tabela 1.2. Todas as 451
amostras foram positivas na PCR para GAPDH. Dos 451 gatos amostrados,
80 (17,7%) foram positivos na PCR de género para hemoplasmas. Porém,
devido ao pequeno volume de algumas amostras, apenas 61 dessas 80
amostras positivas para hemoplasmas foram submetidas a qPCR espécie
especifica. Dessa forma, 432 gatos formaram a populagao final deste estudo.
Dados sobre o género nao estavam disponiveis para 70 gatos; dos 362 gatos
restantes, 176 (48,6%) eram fémeas e 186 (51,3%) eram machos. Todas as
61 amostras testadas pela qPCR foram positivas para o gene 28S rRNA com
Cts de <22. Sessenta das 61 amostras foram positivas para alguma espécie
de hemoplasma, gerando uma prevaléncia total de 13,8% dos 432 gatos.
Apenas um gato foi positivo na PCR convencional de género para
hemoplasmas e negativo na qPCR espécie especifica. Dos 432 gatos, 48
foram positivos para Mhf, 60 para CMhm e 19 para CMt, representando
prevaléncias de 11,1%, 13,8% e 4,4% respectivamente para cada espécie de
hemoplasma. A prevaléncia de CMt foi significativamente menor (p=0.0002)
do que as prevaléncias de Mhf e CMhm, mas nao houve diferenga
significativa entre as prevaléncias de CMhm e Mhf (tabela 2). Observou-se

uma grande proporcao de gatos co-infectados por duas ou trés espécies de

14



hemoplasma. Cinquenta dos 60 (83%) gatos infectados por hemoplasmas
estavam infectados por mais de uma espécie e nenhum gato infectado
apenas por Mhf ou CMt foi encontrado. Dos 432 gatos, 17 (3,9%)
apresentaram infeccdo concomitante pelas 3 espécies de hemoplasmas, 31
(7,1%) apresentaram infecgdo dupla por Mhf e CMhm, e dois gatos (0,4%)
apresentaram infeccdo dupla por CMhm e CMt (figura 1.2). Todos os
controles positivos e negativos apresentaram resultados esperados em todas
as PCRs.

Observou-se correlacdo estatisticamente significativa entre os
resultados das PCRs e o género dos gatos. Gatos machos apresentaram
maior prevaléncia na PCR de género para hemoplasmas (p=0,01) e foram
mais positivos para Mhf (p=0,004), CMhm (p=0,009) e CMt (p=0,03) do que
gatas fémeas.

Uma ampla variacdo no numero relativo de cépias foi observado para
as trés espécies de hemoplasmas: gatos infectados por Mhf apresentaram
nimero relativo de copias variando de 0.2 x 10° a 2.54 x 10® copias
relativas/ul de sangue; os gatos infectados por CMhm apresentaram variagao
de 0.2 x 10° a 2.32 x 108/l e gatos infectados por CMt apresentaram ntimero
de copias variando de 0.2 x 10°a 1.38 x 10%/ul (Figura 1.1).

Os dados hematologicos (VG, numero de células vermelhas,
concentracdo de hemoglobina, VCM e CHCM) ndo seguiram distribuigdo
normal (tabela 1.3) e estavam disponiveis em 420 gatos amostrados. Nao
houve diferenca significativa para os parametros hematolégicos entre os
gatos agrupados de acordo com o resultado das PCRs (tabela 1.3). Nao

houve correlacdo significativa entre a concentragdo de hemoglobina e o
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namero relativo de coépias do Mhf (n=45, rs=0.127, p=0.4), CMhm (n=57,
rs=0.246, p=0.065) ou CMt (n=17, rs=-0.032, p=0.903), embora a correlagao
foi quase significativa para o CMhm. Testes de correlacdo entre VG e o
namero relativo de cépias de Mhf (n=45, rs=0.031, p=0.837), CMhm (n=57,
rs=0.294, p=0.027) ou CMt (n=17, rs=-0.101, p=0.7) mostrou correlagcao
significante apenas para CMhm. O mesmo resultado foi observado para o
teste de correlagdo com o numero de eritrécitos (Mhf [n=45, rs=0.048,
p=0.752], CMhm [n=57, rs=0.276, p=0.038] or CMt [n=17, rs=-0.032, p=0.9]).
Devido ao pequeno numero de gatos co-infectados por CMhm e CMt,
nenhuma analise estatistica desse grupo foi possivel.

Todos os 6 pares de oligonucleotideos espécie especificos para o
gene 16S rRNA selecionados para PCR convencional e sequenciamento
amplificaram o fragmento previsto. Os pares de oligonucleotideos
selecionados para amplificar e sequenciar cada hemoplasma espécie (tabela
1.1) foram escolhidos devido a nao amplificacdo de outras espécies de
hemoplasma que ndo a selecionada e a auséncia de formacao de dimeros.

A comparagao das sequencias Mhf geradas no presente estudo
revelou que essas sequencias compartilham similaridade >99.8%, para as
sequencias de CMhm essa similaridade foi >98.5% e >98.8% entre as
sequencias de CMt. O alinhamento das sequencias geradas neste estudo e
aquelas disponiveis no GenBank revelou identidade de 99.2%-100% para
Mhf, 98.4%-100% para CMhm e 97.8%-100% para CMt.

As relacbes filogenéticas das sequencias geradas neste estudo e
aquelas disponiveis no GenBank estdo representadas na figura 1.2. Esta

analise gerou a separagcdo esperada das sequencias em trés grupos
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distintos, um para cada espécie de haemoplasma, acompanhados por altos
valores de bootstrap. Todas as sequencias de Mhf se agruparam em um
unico grupo com as outras sequencias de Mhf provenientes de outros
estudos de gatos domésticos e selvagens. Porém, as sequencias de CMhm
dividiram-se em 3 subgrupos. Os subgrupos 1 e 2 incluiram oito das dez
sequencias de CMhm deste estudo e estavam mais préximas de sequencias
de hemoplasmas de gatos selvagens da Africa, Brasil e Espanha; e o
subgrupo 3 consistiu de 2 sequencias que compartilharam proximidade
evolutiva com sequencias de hemoplasmas de gatos domésticos da Europa
(Reino Unido e Suiga). A analise filogenética das sequencias de CMt também
apresentou divisdo em 3 subgrupos: 5 das 11 sequencias de CMt deste
estudo ficaram agrupadas nos subgrupos 1 e 2, que estavam mais
relacionados com sequencias de gatos domésticos da Australia e Africa,
enquanto as sequencias de CMt do subgrupo 3 estavam mais proximas de
sequencias de gatos domésticos e selvagens de paises europeus (Suica,

Reino Unido e Francga).
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1.6 DISCUSSAO

As trés espécies de hemoplasma felinos foram encontradas em gatos
domésticos de Brasilia e cidades satélites. A prevaléncia geral foi similar
aquelas encontradas nos estados brasileiros do RJ (Macieira et al., 2008),
MA (Braga eta ., 2012), SP (de Bortoli et al., 2012), MT (Miceli et al., 2013) e
em estudos do Reino Unido (Tasker et al.,, 2003a) e Italia (Gentilini et al.,
2009). Porém, estudos conduzidos em gatos ndao domiciliados de outros
estados brasileiros (André et al., 2014; Santis et al., 2014; Santos et al.,
2009b), Portugal (Martinez-Diaz et al., 2013) e Italia (Spada et al., 2014)
reportaram prevaléncias maiores do que a encontrada no presente estudo.
As prevaléncias individuais de CMhm e CMt foram similares aquelas
encontradas em estudos brasileiros prévios (André et al., 2014; Braga et al.,
2012; Macieira et al., 2008; Miceli et al., 2013; Santis et al., 2014; Santos et
al., 2009b), contudo, a prevaléncia de Mhf foi maior do que a previamente
reportada no RS (Santos et al., 2009a), MA (Braga et al., 2012) e MT (Miceli
et al., 2013). Conforme esperado, as prevaléncias encontradas neste estudo
foram menores do que aquelas encontradas em estudos internacionais que
amostraram gatos pacientes de clinicas veterinarias ou com suspeita de
hemoplasmose (Jenkins et al., 2013; Lobetti e Lappin, 2012; Spada et al.,
2014; Sykes et al., 2007); mas as prevaléncias do presente estudo foram
maiores do que aquelas encontradas em gatos clinicamente saudaveis
usados como doadores de sangue (Hackett et al., 2006).

As diferencas observadas entre as prevaléncias reportadas

anteriormente e as encontradas no presente estudo podem refletir variacoes
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nos grupos de gatos estudados e os fatores de risco para infeccdo por
hemoplasmas. As populagdes de gatos dos estudos brasileiros prévios eram
diversas e incluiram gatos de vida livre (André et al., 2014; Santis et al.,
2014), gatos domesticados incluidos em programas de castracao (de Bortoli
et al., 2012; Santis et al., 2014), gatos atendidos em uma clinica exclusiva
para felinos e hospitais veterinarios locais (Macieira et al., 2008; Santos et al.,
2009a), gatos domesticados doadores de sangue (Santos et al., 2009a),
gatos de abrigos (Miceli et al., 2013; Santos et al., 2009a) e gatos
domesticados com acesso a rua (Braga et al., 2012). O contato direto com
gatos nao domiciliados de rua no ambiente externo é considerado um fator de
risco para a infeccdo por hemoplasmas (Willi et al.,, 2006a). Gatos nao
domiciliados que vivem na rua possuem mais risco de serem infectados por
hemoplasmas devido a brigas, porém o numero de gatos nao domiciliados de
rua incluidos no presente estudo foi baixo, representando 9,3% da populagao
estudada e dados referentes ao acesso a rua nao foram disponibilizados para
os gatos domiciliados. Além disso, € esperado que infecgdo por hemoplasma
seja encontrada com maior frequéncia em gatos amostrados de clinicas e
hospitais veterinarios devido a sua condicdo de saude. Diferencas regionais
como o clima, e, consequentemente, o tempo e frequéncia de exposi¢cao a
ectoparasitos, podem influenciar na prevaléncia final dos hemoplasmas (Willi
et al., 2006a). Contudo, a comparagao direta entre estudos €& arriscada
quando ha diferencas em fatores como critérios de inclusdo, clima local,
inclusdo de animais com acesso a rua ou ndo, assim como o teste de PCR

usado no diagnostico. O presente estudo € o primeiro a reportar a
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prevaléncia de hemoplasmas em gatos do Brasil usando qPCR como
ferramenta diagndstica.

No presente estudo, mais de 80% dos gatos hemoplasma positivos (50
de 60 gatos) estavam co-infectados por mais de uma espécie de
hemoplasma. Embora muitos autores ja tenham reportado gatos com
infeccao dupla ou tripla por hemoplasmas (André et al., 2014; de Bortoli et al.,
2012; Santis et al., 2014), a propor¢ao de gatos co-infectados no presente
estudo foi significativamente maior do que previamente reportado no RS
(16%) (Santos et al.,, 2009a), MS (45%) (Santis et al., 2014), RJ (16,6%)
(Macieira et al., 2008), MA (20,8%) (Braga et al., 2012), SP (33,3%) (André et
al., 2014; de Bortoli et al., 2012) e MT (6,6%)(Miceli et al., 2013). A presencga
de muitas co-infecgdes triplas e duplas no presente estudo pode estar
relacionado com o fato de diferentes espécies de hemopasmas
compartilharem fatores de risco e/ou formas semelhantes de transmisséo.
Associado a isso esta o fato de gatos infectados por uma espécie de
hemoplasma poderem apresentar maior susceptibilidade a infecgao por
outras espécies de hemoplasmas (Willi et al., 2006a), pois uma correlagao
entre CMt e Mhf e entre CMt e CMhm ja foi relatada anteriormente (Willi et
al., 2006b).

Apenas um gato foi positivo na PCR genérica para hemoplasmas e
negativo na qPCR espécie especifica. Essa amostra poderia ter baixo
numero de copias de hemoplasmas, abaixo do limite de sensibilidade da
gPCR (Sykes et al., 2007) ou poderia se tratar de uma nova espécie de
hemoplasma com mutagdes na regido de ligacdo dos oligonucleotideos e

probes. Um resultado falso positivo na PCR genérica para hemoplasmas nao
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pode ser descartada, embora os controles negativos funcionaram
adequadamente em todos os testes. O ideal seria amplificar essa mesma
amostra com uma PCR de género de hemoplasmas alternativa (Tasker et al.,
2010) e em seguida sequenciar os produtos, contudo essa amostra nao tinha
DNA suficiente para testes adicionais.

Estudos sobre os fatores de risco associados com hemoplasmas
(Jenkins et al., 2013; Tasker et al., 2003a; Willi et al., 2006a) encontraram
que gatos machos tém mais chances de serem infectados por hemoplasmas
do que fémeas, o0 que esta de acordo com os achados do presente estudo. A
maior prevaléncia por hemoplasmas em machos pode estar associada com
maiores chances de infecgcao frente aos padrdes de comportamento dos
machos, tais como acesso a rua, mordidas e brigas. De fato, é possivel que
hemoplasmas sejam transmitidos de forma direta conforme sugerido apés a
deteccdo de DNA de CMt e CMhm na saliva de gatos infectados por essas
espécies (Dean et al., 2008; Museux et al., 2009), embora acredita-se que
uma interacao agressiva seja necessaria, pois a forma direta de transmissao
de hemoplasmas requer a exposicdo a sangue contaminado por
hemoplasmas ao invés de apenas saliva (Museux et al., 2009). Da mesma
forma, outros patdégenos diretamente transmitidos por meio de brigas, tais
como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), podem induzir
imunossupressao que favorece a infeccdo por hemoplasmas (Jenkins et al.,
2013). Infelizmente nao foi possivel avaliar a presenca de retrovirus nos
gatos incluidos no presente estudo.

Estudos anteriores observaram que gatos infectados por

hemoplasmas tinham mais chances de serem anémicos do que gatos
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negativos (Lobetti e Tasker, 2004; Tasker et al., 2004; Tasker et al., 2009;
Willi et al., 2005), principalmente nas infecgoes por Mhf (Gentilini et al., 2009;
Jenkins et al., 2013; Lobetti e Lappin, 2012; Lobetti e Tasker, 2004). Porém, o
presente estudo, assim como outros (Barker et al., 2010; Bauer et al., 2008;
Macieira et al., 2008; Martinez-Diaz et al., 2013; Spada et al., 2014; Wengi et
al., 2008; Willi et al.,, 2006a) ndao encontrou associacao entre infecgao por
hemoplasmas e anemia. Conforme sugerido por Sykes (2010) e Willi et al.
(2006a), as mudancgas nos parametros hematologicos durante a infecgao por
hemoplasmas variam de acordo com o estagio da infeccao (agudo x crénico),
a espécie de hemoplasma presente, diferentes patogenicidades das espécies
de hemoplasmas, variagao de cepas de uma mesma espécie de hemoplasma
e fatores associados ao hospedeiro, tais como idade. O estagio da infecgao
dos gatos avaliados no presente estudo era desconhecido, uma vez que
foram amostrados gatos naturalmente infectados e a idade nao foi incluida no
banco de dados, porque a maioria dos proprietarios participantes néo sabia a
data de nascimento dos animais.

Willi et al. (2006b) sugeriu que a anemia tende a estar presente em
gatos co-infectados por mais de uma espécie de hemoplasma, como um
efeito aditivo de diferentes espécies na doencga clinica. No entanto, o grupo
de gatos co-infectados do presente estudo n&o apresentou parametros
hematoldgicos significativamente inferiores aqueles dos gatos infectados por
uma unica espécie de hemoplasma ou aqueles gatos nao infectados (tabela
3), similar ao que ja foi relatado anteriormente (Willi et al., 2006a). Da mesma
forma, alteragbes hematoldgicas em gatos co-infectados por multiplas

espécies de hemoplasmas também podem ser influenciadas pelos mesmos
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fatores (por exemplo, estagio da infecgdo) propostos anteriormente para
infeccbes por apenas uma espécie de hemoplasma.

Como apenas gatos naturalmente infectados foram amostrados no
presente estudo e muitos estavam co-infectados por mais de uma espécie de
hemoplasma, nao foi possivel avaliar qual ou quais espécies de hemoplasma
fez a primeira infecgado. Dessa forma, néo foi possivel avaliar quais efeitos
uma espeécie de hemoplasma teve na presenga das outras espécies, ou como
a ordem de infeccdo pode ter afetado os parametros hematolégicos e o
numero de cépias dos hemoplasmas infectantes.

Gatos infectados concomitantemente por duas ou trés espécies de
hemoplasmas foram comuns no presente estudo, o que impossibilitou o uso
de oligonucleotideos universais para amplificacdo e sequenciamento do gene
16S rRNA para cada uma das espécies de hemoplasmas nesses gatos. O
desenho de novos oligonucleotideos espécie especificos para o gene 16S
rRNA tornou possivel o sequenciamento individual das espécies de
hemoplasma de 12 gatos com infeccao tripla e 10 gatos com infeccao dupla
por hemoplasmas (figura 1.2). Esse é o primeiro estudo a usar essa
abordagem para obter sequencias de hemoplasmas individualmente de gatos
com co-infecgoes.

A analise filogenética baseada no gene 16S rRNA demonstrou a
separagao das sequencias obtidas em trés grupos distintos, um para cada
espécie de hemoplasma (figura 1.2). As sequencias das espécies CMhm e
CMt apresentaram divisbes adicionais em subgrupos, conforme observado
anteriormente por Tasker et al. (2003b) e Willi et al. (2006b), apesar de outros

estudos filogenéticos de hemoplasmas nao terem apresentado a mesma
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subdivisdo (Braga et al., 2012; Miceli et al., 2013; Santis et al., 2014). E digno
de nota o fato de as sequencias de CMhm agrupadas no subgrupo 2 (figura
2) serem similares a sequencias derivadas de ledes africanos que também
apresentaram alta frequéncia de co-infecgbes por diferentes espécies de
hemoplasma (Willi et al.,, 2007). Porém, ressalta-se que nem todas as
sequencias de CMhm incluidas no subgrupo 2 eram de gatos com co-
infeccdo, uma vez que 2 dos 7 gatos desse subgrupo apresentaram infec¢ao
por CMhm apenas, o que nos leva a crer que o agrupamento visto na
filogenia nao esta totalmente associado com co-infecgées por hemoplasmas.
A formagdo de subgrupos dentro das sequencias de CMhm e CMt
demonstrou um agrupamento por diferentes regides do mundo e por
diferentes espécies de hospedeiro (felinos doméstico x felinos selvagens).
Considerando que divergéncias filogenéticas podem refletir diferengas
fenotipicas (Tasker et al., 2001), nossos achados sugerem a existéncia de
diferentes cepas de hemoplasmas, que podem estar relacionadas com
diferentes patogenicidades, distribuicdo geografica ou espécies de
hospedeiro. Contudo, ainda nao existe uma definicdo precisa do que é uma
cepa de espécie de hemoplasma.

Diferente do que se observou nas sequencias de CMhm e CMt e
conforme anteriormente observado (Braga et al., 2012; Tasker et al., 2003b;
Willi et al., 2007), as sequencias de Mhf geradas no presente estudo nao
apresentaram formagao de subgrupos. A razado para essa diferenga na
estabilidade do gene 16S rRNA nesta espécie de hemoplasma ainda é

desconhecida.
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Embora a informacéo filogenética derivada de um gene altamente
conservado, como o 16S rRNA, seja usada com frequéncia, a obtencao de
dados filogenéticos de genes diferentes, tais como relatado em outros
estudos (Hicks et al., 2014; Peters et al., 2008a; Tasker et al., 2003b), teria
contribuido para as conclusdes do presente estudo. Porém, o grande numero
de gatos co-infectados por mais de uma espécie de hemoplasma dificultou a
amplificagdo de outros genes, tais como o gene RNase P RNA, uma vez que
o desenho de oligonucleotideo espécie especificos foi impossibilitado frente
ao tamanho pequeno desse gene.

Avaliagbes futuras com maior numero de genes, de casos e utilizando
métodos alternativos poderiam contribuir para refinar e esclarecer os achados

descritos na presente avaliagao filogenética.
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1.7 CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo a caracterizar a nivel molecular sequencias
quase completas do gene 16S rRNA de hemoplasmas infectando gatos
domésticos com alta prevaléncia de co-infecgcbes usando novos
oligonucleotideo espécie especificos. Variaveis hematoldgicas também foram
avaliadas. Estudos futuros deveriam investigar a significancia de co-infecgoes
em felinos domésticos e selvagens dentro da epidemiologia das infecgcdes por

hemoplasmas.
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Tabela 1.1. Sequencias dos oligonucleotideos desenhados para a PCR

convencional espécie especifica para o sequenciamento do gene 16S rRNA

de hemoplasmas de gatos infectados por multiplas espécies

Nome do

Tamanho do

Sequencia do primer T(°C)®
primer produto (pb)
MhfFw1 GCTGATGGTATGCCTAATACATGC
MhfRev1 GCCCACTCCTCTCATAGTTTGA > 1936
MhfFw22 CGAACGGACTTTGGTTTCGG
MhfRev2? CTTCAAGGAGGCGAATTGCAG > 1214
CMhmFw1 TACTCTCTTAGTGGCGAACGG 50 1314
CMhmRev1 CTCCCATAGTTTGACGGGCG
CMhmFw2? AGGGTTTACTCTCTTAGTGGCG 59 1375
CMhmRev2? TCCAGTCAAAATTACCAATCTAGACG
CMtFw1 CTGTCCAAAAGGCAGTTAGCG
CMtRev1 TGTGTTTTCAAATGCCCCTTCC > 1912
CMtFw2? GTCCTATAGTATCCTCCATCAGACAG
CMtRev2? CGACACATTGTACTCACCATTGTAA > 1039
Internal GGGATTAGATACCCCAGTAGTCCAC
forward
Internal GTGGACTACTGGGGTATCTAATCCC 000

reverse

@0ligonucleotideos externos selecionados para sequenciamento

*Temperatura de anelamento
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Tabela 1.2. Numero e porcentagem de gatos com resultados positivos na
PCR para espécies de hemoplasmas no método convencional e em tempo

real (quantitativo)

Teste PCR / espécie de Nidmero de amostras Intervalo de

hemoplasma encontrada positivas (%) confianga 95%

PCR convencional género 80/451 (17.7%) 14.2-21.3%
hemoplasmas
qPCR espécie especifica 60/432 (13.8%) 10.2-16.4%

para hemoplasmas

Mhf 48/432 (11.1%)* 7.8-13.5%
CMhm 60/432 (13.8%)® 10.2-16.4%
CMt 19/432 (4.4%)" 2.4-6.1%
Mhf apenas 0 0

CMhm apenas 10/432 (2.3%) 0.9-3.6%
CMt apenas 0 0

Mhf e CMhm 31/432 (7.1%) 4.5-9.2%
CMhm e CMt 2/432 (0.4%) -0.02-1.1%
Mhf e CMt 0 0

Mhf e CMhm e CMt 17/432 (3.9%) 2-5.5%

Mhf = Mycoplasma haemofelis

CMhm = “Candidatus Mycoplasma haemominutum”

CMt = “Candidatus Mycoplasma turicensis”

?= sem diferenca significativa (p=0.2) presente entre os grupos marcados por
essa letra

b= diferenca significativa (p=0.0002) presente neste grupo e outros com letras

diferentes
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Tabela 1.3. Estatistica descritiva (mediana e variagao) e resultados do teste

Kruskal-Wallis (valor p) para as variaveis hematolégicas nos gatos agrupados

de acordo com o resultado da qPCR espécie especifica

Variavel Gatos CMhm Mhfe CMhm CMhme CMt Mhf e CMhm

negativos apenas (n=31) (n=2)® e CMt (n=17) Valor p
(n=372) (n=10)

VG (%) 31 (4-53) 31 (21-38) 29.5 (8-44) 30 (27-34) 27 (12-34) 0.1

Numero de

eritrocitos 8 (0.9-16) 9 (4.4-10.6) 7.5(1.2-12.5) 8.9 (7-10.7) 8.1 (3-9.8) 0.25

(x10°%/uL)

Concentragao de

. 11.5 (1.5- 11.2 (7.8- 11.5 (2.6- 10.9 (3.9-
hemoglobina 11 (10.3-11.8) 0.73
(g/dL) 19.4) 14.9) 17.2) 15.6)
37.4 (30.5- 38.4 (29.4- 34.8 (31.5- 37.9 (27.6-

VEM (M 38 (16-110) 47.4) 66.1) 38.2) 66.9) 0-5

36.7 (12.6- 36.4 (34.7- 38 (28.8-51-
o, - -
CHCM (%) 71.6) 36.8 (30-51.3) 36.2 (28-55.4) 38.1) 8) 0.74

Os valores indicam mediana e variagao

4Grupo n3o incluido na avaliagdo estatistica devido ao pequeno nimero de

gatos

VG=volume globular

VCM= volume corpuscular médio

CHCM=concentracao de hemoglobina corpuscular média

CMhm = “Candidatus Mycoplasma haemominutum”

Mhf = Mycoplasma haemofelis

CMt = “Candidatus Mycoplasma turicensis”
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Figura 1.1. Numero relativo de cépias de DNA de hemoplasma/ul de sangue
para cada espécie de hemoplasma das amostras com resultados positivos na
gPCR. Boxplots representando os quartis de 25th, 50th (mediana) e 75th com
whiskers representando os maiores e menores valores. Mhf = gatos positivos
na gPCR para Mycoplasma haemofelis, CMhm = gatos positivos na gPCR
para “Candidatus Mycoplasma haemominutum”, CMt = gatos positivos na

gPCR para “Candidatus Mycoplasma turicensis”
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Figura 1.2. Diagrama representando o numero de gatos positivos nas qPCRs
espécie especificas incluindo a quantidade de gatos com infecgdes por duas
e trés espécies de hemoplasmas. Mhf = gatos positivos na qPCR para
Mycoplasma haemofelis, CMhm = gatos positivos na qPCR para “Candidatus
Mycoplasma haemominutum”, CMt = gatos positivos na qPCR para

“Candidatus Mycoplasma turicensis”

AR

B
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Figura 1.3. Analise filogenética das
sequencias do gene 16S rRNA das
espécies Mhf, CMhm e CMt de gatos
de Brasilia e cidades satélites. O
método de Neighbor-Joining foi usado
para construir a arvore filogenética,
cujos valores de bootstrap nos nodos
(apenas valores = 700 sdo mostrados).
As distancias evolucionarias estdo na
escala. Clostridium spp. foi usado como
grupo externo. Os numeros de acesso
no GenBank estao indicados na figura.
As sequencias de Mhf (B6, B7, C6, D4,
E7, F2, F3, F5, G4, H2), CMhm (A8,
B4, B5, B8, D1, D2, D4, D5, E3, H4) e
CMt (B1, B2, D4, E7, F3, F4, F5, G1,
G4, G5, H4) foram geradas no presente
estudo. Mhf= Mycoplasma haemofelis,
CMhm= “Candidatus Mycoplasma
haemominutum”, CMt= “Candidatus

Mycoplasma turicensis”.
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2.2 Abstract

Mycoplasma haemocanis (Mhc) and ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’ (CMhp) are canine haemoplasma species that can induce
anaemia in immunocompromised and/or splenectomised dogs. This study
aimed to determine the occurrence and phylogeny of canine haemoplasma
species in dogs from Nigeria and describe any risk factors for infection.
Canine haemoplasma species-specific and generic haemoplasma qPCR
assays were used. The species-specific gPCR assays found Mhc infection in
18 of 245 dogs (7.3%), and CMhp infection in only one dog (0.4%). The
generic haemoplasma gPCR assays were positive in 44 of 245 (17.9%) dogs.
Twenty-five dogs had discordant qPCR results in that they were generic
haemoplasma gqPCR positive but species-specific qPCR negative. Further
evaluation of these dogs by 16S rDNA sequencing gave limited results but 5
were confirmed to be infected with non-haemoplasma species: The 16S rRNA
gene sequences from Mhc species showed >99.8% identity with each other
and >99.6% identity with GenBank sequences, and resided in a single clade
with other global Mhc and Mycoplasma haemofelis sequences, indicating low

16S rRNA genetic variability amongst this canine haemoplasma species.

Keywords: haemoplasmas, Nigeria, dogs, prevalence, risk factors
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Resumo

Mycoplasma haemocanis (Mhc) e ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’ (CMhp) sao espécies de hemoplasmas caninos que
induzem anemia em caes imunossuprimidos e/ou esplenectomizados. Este
estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia e filogenia das espécies de
hemoplasmas em caes da Nigéria e descrever fatores de risco envolvidos
com a infeccdo. Foram utilizados qPCR espécies especificas e de género de
hemoplasmas. A qPCR espécie especifica detectou infeccdo por Mhc em 18
dos 245 caes (7,3%) e CMhp em apenas um cao (0,4%). A gqPCR de género
de hemoplasmas foi positiva em 44 dos 245 (17,9%) dos cées. Vinte e cinco
caes tiveram resultados discordantes nas qPCRs, nos quais foram positivos
na qPCR de género de hemoplasmas, mas negativos na qPCR espécie
especifica. A avaliagdo desses caes discordantes por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA gerou resultados limitados, mas em 5
caes confirmou-se a infeccdo por espécies diferentes de hemoplasmas: 2
Anaplasma phagocytophilum, 1 Anaplasma ovis, 1 Serratia marcescens e 1
Aerococcus spp. O sequenciamento do gene 16S rRNA dos Mhc mostrou
>99,8% de identidade entre elas e >99,6% de identidade com sequencias
disponiveis no GenBank e permaneceram no mesmo grupo de outras
sequencias de Mhc e Mycoplasma haemofelis, indicando baixa variabilidade

genética do gene 16S rRNA entre Mhc de diferentes origens.

Palavras-chave: hemoplasmas, Nigeria, caes, prevaléncia, fatores de risco
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2.3 INTRODUGAO

Hemoplasmas sao pequenos micoplasmas hemotrépicos que
parasitam a superficie de eritrocitos de uma ampla variedade de mamiferos
(Messick, 2004). Caes sao infectados principalmente pelas espécies
Mycoplasma haemocanis (Mhc) e ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’
(CMhp). As infeccbes sao geralmente cronicas e subclinicas em caes
imunocompetentes, mas podem causar sinais clinicos relacionados a anemia
hemolitica apds esplenectomia, imunossupressao ou infecgcdes concorrentes
(Messick et al., 2002; Sykes et al., 2005).

Ambas espécies, Mhc e CMhp, ja foram descritas na Espanha
(Novacco et al., 2010; Roura et al., 2010), Trinidade (Barker et al., 2010),
Franca (Kenny et al., 2004), Suiga (Wengi et al., 2008), Portugal (Novacco et
al., 2010), Italia (Novacco et al., 2010), Japao (Sasaki et al., 2008), Estados
Unidos (Compton et al.,, 2012), Grécia (Tennant et al.,, 2011) e Australia
(Barker et al., 2012; Hetzel et al., 2012). Estudos prévios (Kenny et al., 2004;
Novacco et al., 2010) reportaram que caes que vivem em climas quentes
tropicais e subtropicais tém maior risco de infeccdo por hemoplasmas devido
a presenga de ectoparasitas, tais como Rhipicephalus sanguineus, que ja foi
proposto como vetor para hemoplasmas (Kenny et al., 2004). Porém, ainda
nao ha estudos confirmando a transmissdo de hemoplasmas caninos por
vetores e ainda ha pouca informagao sobre os fatores de risco para
hemoplasmas caninos em paises de clima quente, como Africa e América do

Sul.
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Um estudo descreveu a presencga de patdgenos tais como Hepatozoon
canis, Ehrlichia canis, Rickettsia spp., Babesia rossi e Anaplasma platys em
dois géneros de carrapatos, Rhipicephalus and Heamaphysalis, em caes da
Nigéria, Africa (Kamani et al., 2013). Embora hemoplasmas ja tenham sido
descritos em cdes da Africa, na Tanzania (Barker et al., 2010) e Sudéo
(Inokuma et al., 2006), nenhum estudo avaliou a prevaléncia de
hemoplasmas na Nigéria (Kamani et al., 2013).

O objetivo deste estudo foi investigar as correlagdes entre a infecgao
por hemoplasmas e os potenciais fatores de risco em caes, além de avaliar a
ocorréncia de hemoplasmas em caes da Nigéria por meio da qPCR e
caracterizar por ferramentas moleculares o gene 16S rRNA das espécies

identificadas.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Selecao e coleta das amostras

Utilizou-se uma amostragem de conveniéncia por meio da qual obteve-
se 0 maior numero de amostras de cées atendidos em clinicas veterinarias
na cidade de Jos, Plateau State, Nigeria e de amostras submetidas ao
Laboratério de Divisdo de Parasitologia, Instituto Nacional de Pesquisa
Veterinaria, Vom, Nigéria. Amostras de 5ml de sangue de cées foram
coletadas em tubos com EDTA. O volume globular (VG) foi determinado pelo
método do microhematdcrito e a anemia foi definida para caes com VG <
35%. As amostras foram armazenadas a 4°C e enviadas para a Universidade
de Bristol, Reino Unido para analise molecular. Dados referentes a idade,
género (incluido se os animais eram castrados ou nao), raca, se o animal era
proveniente de casa ou abrigo, a condi¢cao clinica (saudavel ou doente,
baseado no histérico e exame clinico), presengca de carrapatos, profilaxia
contra ectoparasitas, histérico de esplenectomia e histérico de viagens foram

descritos para cada cao.

Extracao de DNA

Um QIlAxtractor foi usado para extrair DNA de 100ul de sangue com
EDTA usando o kit de reagentes DX (Qiagen) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. O DNA foi eluido em 100l de tampé&o de
eluicdo e armazenadas a -20°C até analise. Dois controles negativos (tampao

fosfato salino) foram extraidos em paralelo para cada 94 amostras.
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gPCR espécie especifico

As amostras foram submetidas a qPCR especificas para Mhc e CMhp
conforme previamente descrito por Barker et al. (2010). Cada ensaio foi
combinado com uma qPCR para a detec¢ao do gene GAPDH (desidrogenase
gliceraldeido-3-fosfato) como controle interno para demonstrar a presenca de
DNA passivel de amplificacdo e livre de inibidores da PCR. O numero de
ciclos = 26 (Ct) foi estabelecido como limite acima do qual a extracdo da
amostra deveria ser repetida assim como a qPCR. Para cada conjunto de 94
amostras o DNA de um cao hemoplasma positivo foi incluido como controle

positivo e agua foi usada como controle negativo.

gPCR para o género hemoplasma

As amostras também foram submetidas a qPCR para o género
hemoplasma previamente descrita por Tasker et al. (2010) desenhada para
detectar novas espécies de hemoplasmas. Essa qPCR é constituida por duas
reacdes separadas que amplificam sequencias do gene 16S rRNA dos dois
principais grupos de espécies de hemoplasmas: o grupo hemominutum (HM)
e o grupo hemofelis (HF). Essas duas reagcbes podem detectar qualquer
espeécie de hemoplasma que nao tenha sido detectada nos ensaios
especificos para Mhc ou CMhp por diferengas nos locais de ligacdo dos
oligonucleotideo ou probe. O protocolo adaptado consistiu de 12.5uL de 2X
Promega GoTaq Hot Start Colorless Master Mix (UK) com 0.2uM de cada
oligonucleotideo, 0.1uM de probe, concentragao final de 4.5mM de MgCl; e
5ul de DNA da amostra e agua para completar 25uL. Todas as reagdes foram

realizadas no termociclador Agilent MX3005P (Agilent, UK) com incubagao
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inicial de 95°C por 2 minutos seguido de 45 ciclos de 95°C por 10 segundos e
60°C por 30 segundos durante o qual a fluorescéncia foi registrada. Em cada
conjunto de 94 amostras, DNA de um cao positivo para hemoplasma foi

utilizado como controle positivo e agua como controle negativo.

PCR convencional e sequenciamento do gene 16S rRNA

Todos os caes com resultados discordantes (positivos na qPCR para
género de hemoplasma e negativo na qPCR espécie especifica) foram
submetidos a duas PCR convencionais diferentes para ampliar a maior
extensdo do gene 16S rRNA possivel e realizar o sequenciamento. A
primeira PCR convencional amplificou =1400bp do gene 16S rRNA e utilizou
oligonucleotideos universais (8F e 1492R) previamente descritos por Pitulle e
Pace (1999). A reacao incluiu 12.5ul de HotstarTaq Master mix com 0.2 uM
de cada primer, 3.0mM de MgCl, e 5ul da amostra de DNA com agua para
completar 25 pL. A reacao foi realizada em um termociclador (SureCycler
8800 - Agilent Technologies, USA) nas seguintes condi¢des: 95°C por 15
minutes seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos, 48°C por 30
segundos, 72°C por 2 minutos, e extensao final de 72°C por 10 minutos. A
segunda PCR convencional amplificou =1100bp do gene 16S rRNA das
espécies Mycoplasma haemofelis (Mhf)/Mhc e ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm)/CMhp usando oligonucleotideos espécie especificos
(MhfFw2 e MhfRev2; CMhmFw2 e CMhmRev2, respectivamente)
previamente descritos (Aquino et al., 2014). Esta reagao consistia em 12.5 pyL
de 2X Promega GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix (UK) com 0.2 uM de

cada primer e 1 uyL de DNA da amostra e agua para completar o volume final
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de 25 uL. A reacéo ocorreu em um termociclador (SureCycler 8800 - Agilent
Technologies, USA) nas seguintes condigdes: 95°C por 5 minutos, seguido
por 45 ciclos de amplificagao (95°C, 10 segundos; 62°C, 30 segundos; 72°C,
90 segundos) com extensao final de 72°C por 5 minutos. Amostras
sabidamente Mhc e Mhf positivas foram usadas como controles positivos
para os oligonucleotideos MhfFw2 e MhfRev2, e amostras sabidamente
positivas para CMhp e CMhm foram usadas como controles positivos para os
oligonucleotideos CMhmFw2 e CMhmRev2. Agua foi usada como controle
negativo em cada teste de PCR. Os produtos da PCR foram identificados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio.
Amostras que apresentaram multiplas bandas fracas foram reamplificadas
nas mesmas condi¢bes, mas com numero de ciclos reduzidos para 20 e
usando <1ul do produto da PCR anterior como amostra.

Os produtos da PCR dos tamanhos esperados foram purificados com
NucleoSpin® Gel e PCR Clean-up kit (MACHEREY NAGEL GmbH & Co.) de
acordo com as recomendacgdes do fabricante, quantificados no fluorbmetro
Qubit™ (Invitrogen™) e submetidos ao servico de sequenciamento de DNA
MRC PPU, College of Life Sciences, University of Dundee, Scotland,
(www.dnaseq.co.uk) para sequenciamento usando o Big-Dye Ver 3.1 Applied
Biosystems em um sequenciador de DNA capilar automatico modelo 3730
Applied Biosystems.

Edicdo e analise das sequencias foram realizadas no programa
MacVector versdao 13.0.3, Inc. A reconstrucdo das sequéncias quase
completas do gene 16S rRNA foi feita a partir dos produtos da primeira ou da

segunda PCR convencional da seguinte forma: as sequencias derivadas dos
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oligonucleotideos 8F e 1492R foram combinadas com sequencias geradas
pelos oligonucleotideos internos (HBT-F e HBT-R) previamente descritas por
Criado-Fornelio et al. (2003). As sequencias derivadas dos oligonucleotideos
MhfFw2 e MhfRev2 foram combinadas com sequencias geradas pelos
oligonucleotideos internos previamente descritos por Aquino et al. (2014).
Essas novas sequencias do gene 16S rRNA foram inicialmente comparadas
com sequencias disponiveis no GenBank usando a ferramenta BLAST e em
seguida foram alinhadas com sequencias do gene 16S rRNA de
hemoplasmas caninos disponiveis no GenBank usando o Clustal-W para
determinar a proximidade filogenética.

As sequencias do gene 16S rRNA de 4 dos 17 Mhc detectados neste
estudo foram submetidas ao GenBank com os seguintes nimeros de acesso:
KP715857, KP715858, KP715859 e KP715860. Essas sequencias foram
usadas para construir a arvore filogenética a partir das distancias das
matrizes usando o método de Neighbour-Joining. Os dados foram

reamostrados 1000 vezes para gerar os valores de bootstrap.

Andlise estatistica

Os dados foram computados no Excel® e a avaliagao estatistica foi
realizada no programa SPSS para Windows (SPSS Inc., Chicago IL, USA).
Os resultados das qPCRs (género de hemoplasma, Mhc e CMhp) foram
testados para associacdo com variaveis categoricas (género, raga, animais
de casas x animais de abrigos, condigao clinica, presenga de ectoparasitas e
profilaxia para ectoparasitas) usando o teste x°. A comparagdo estatistica

entre as prevaléncias de Mhc e CMhp foi realizada usando o teste x°. O teste
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Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar se a distribuicdo das variaveis
continuas (VG e idade) seguia distribuicdo normal. O teste Mann-Whitney U
foi usado para determinar se havia diferenga significante entre os resultados
das qPCRs (genérica, Mhc e CMhp) e VG e idade. O valor p <0.05 foi

considerado significante.
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2.5 RESULTADOS

Um total de 246 amostras foram coletadas por conveniéncia no
presente estudo, cujos dados estao resumidos na tabela 2.1. Dados sobre a
idade estavam disponiveis para 245 caes e variou de 2 a 9 anos (mediana: 2
anos). Nenhum dos caes do estudo era castrados, exceto dois cdes machos
castrados com idade de 1 e 1,5 anos. Dois caes tinham histérico de viagens
para fora da Nigéria (um macho de 4 anos e uma fémea de 5 anos). Nenhum
animal incluido neste estudo sofreu esplenectomia. Devido ao pequeno
numero de animais castrados, com histérico de esplenectomia e com
histérico de viagens, essas variaveis foram excluidas da analise estatistica.
Dados referentes ao VG estavam disponiveis para 228 caes e variou de 10 a
62% (mediana: 42%). Dos 246 caes avaliados para a presenga de
carrapatos, 135 (55,1%) estavam infectados por carrapatos, todos da espécie
Rhipicephalus sanguineus.

239 amostras foram positivas na qPCR para GAPDH (Ct < 26)
(mediana Ct: 15, variagao 12-26) e portanto foram consideradas adequadas
para futuras reagdes moleculares. Seis caes nao apresentaram valores de Ct
na qPCR para GAPDH e tiveram que ser re-extraidos. Apds a re-extragao,
cinco essas amostras apresentaram valores de Ct < 26 (variagdo 12-19), mas
uma amostra apresentou Ct=34 na qPCR GAPDH apds a re-extragao e por
isso foi excluida do estudo. Portanto, 245 caes constituiram a populagao final
desse estudo. Todos os controles positivos e negativos para extragdo de

DNA e gPCRs geraram resultados positivos e negativos, respectivamente.
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A gPCR espécie especifica detectou 7,3% (18/245) caes positivos
para Mhc (mediana Ct=27, variagdo=19-44) e um cao positivo para CMhp
(0,4%) (Ct=43). A frequéncia de Mhc foi significativamente maior do que a
frequéncia de CMhp (p=0,03). Nenhum cao apresentou infecgao
concomitante por Mhc e CMhp.

A gPCR de género para o grupo HF foi positiva individualmente
(resultados negativos na reagao para o grupo HM) em 27 caes (mediana
Ct=37, variacdo=30-44). Ja a reagdao para o grupo HM foi positiva
individualmente (resultados negativos na reagao para o grupo HF) em dois
caes (Cts de 24 e 39). As reacdes para o grupo HM e HF foram ambas
positivas em 13 caes (mediana Ct HF=23, variadncia=15-31; mediana Ct HM=
26, variancia=13-40). Onze desses 13 animais tiveram Cts menores para HF
em relagdo ao HM, indicando estarem infectados por espécies de
hemoplasmas pertencentes ao grupo hemofelis como previamente descrito
(Tasker et al., 2010), enquanto dois caes apresentaram Cts para HM
menores em comparagao ao HF, o que indica infeccdo por espécies de
hemoplasmas do grupo hemominutum (Tasker et al., 2010). A gPCR para
género de hemoplasma foi considerada positiva em qualquer cdao com
resultado positivo na reacdao HF e/ou na reagdo HM, dessa forma 17,1%
(42/245) dos caes foram positivos para hemoplasmas na qPCR para género
de haemoplasma (tabela 2.2).

Nao houve associacao significativa entre resultado positivo na qPCR
para género de hemoplasma ou na qPCR para Mhc e qualquer uma das
variaveis analisadas, incluido VG. Nem houve correlagdo entre resultado de

qualquer uma das qPCRs e a presencga de anemia (tabela 2.1).
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Vinte e trés caes apresentaram resultados discordantes entre a gPCR
para género de hemoplasma e a qPCR espécie especifica. Duas PCRs
convencionais foram usadas para ampliar e sequenciar o gene 16S rRNA dos
hemoplasmas desses caes, mas apenas nove geraram produtos visiveis nas
PCRs convencionais e seguiram para o sequenciamento. Cinco dessas nove
amostras geraram produtos com os oligonucleotideos 8F e 1492R e as outras
quatro amostras geraram produtos com os oligonucleotideo MhfFw2 e
MhfRev2. Os outros 14 caes discordantes ndo geraram produtos visiveis nas
PCRs convencionais, o que era esperado considerando o alto valor do Ct
(mediana=39, varidncia=33-44) observado nessas amostras na qPCR para
género de hemoplasma.

Das cinco sequencias do gene 16S rRNA geradas a partir dos
oligonucleotideos 8F e 1492R, duas foram 100% idénticas ao Anaplasma
phagocytophilum (KP745629), uma sequencia foi 99% idéntica ao Anaplasma
ovis (KJ410246), uma sequencia foi 100% idéntica a Serratia marcescens
(KR133281) e uma sequencia foi 100% idéntica ao Aerococcus spp.
(KP943730). As quatro sequencias geradas a partir dos oligonucleotideos
MhfFw2 e MhfRev2 apresentaram >99,5% de identidade com sequencias de
Mhc e Mhf de estudos de diferentes paises. A arvore filogenética das
sequencias do Mhc deste estudo ndo revelou qualquer agrupamento por
regido ou hospedeiro. As quatro sequencias de Mhc geradas neste estudo
ficaram em um Unico grupo com outras sequencias de Mhc e Mhf de outros

paises (figura 2.1).
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2.6 DISCUSSAO

Este estudo reportou pela primeira vez a ocorréncia de espécies de
hemoplasmas em cées na Nigéria (tabela 2.2). A ocorréncia geral foi similar
aquela encontrada no sul da Francga (Kenny et al., 2004), Espanha (Roura et
al., 2010) e Tanzéania (Barker et al., 2010), superior as prevaléncias
encontradas na Suigca (Wengi et al., 2008), Grécia (Tennant et al., 2011),
Trinidade (Barker et al., 2010), Italia (Novacco et al., 2010) e Reino Unido
(Warman et al., 2010) e inferior as prevaléncias de Portugal (Novacco et al.,
2010), Sudao (Inokuma et al., 2006) e Australia (Barker et al.,, 2012). Em
relagdo a ocorréncia de Mhc, caes da Nigéria apresentaram ocorréncia
similar a de Trinidade (Barker et al., 2010) e Grécia (Tennant et al., 2011),
superior a de caes na Franca (Kenny et al., 2004), Italia (Novacco et al.,
2010), Suica (Wengi et al., 2008), Reino Unido (Warman et al., 2010) e
Espanha (Novacco et al.,, 2010). A ocorréncia por CMhp encontrada foi a
menor dentre os estudos de prevaléncia (Barker et al., 2010; Kenny et al.,
2004; Novacco et al.,, 2010; Tennant et al., 2011; Warman et al., 2010),
exceto na Suica (Wengi et al., 2008) e Espanha (Roura et al., 2010). Estudos
sobre hemoplasmas em caes conduzidos na Franca (Kenny et al., 2004) e
Sudao (Inokuma et al., 2006) relataram prevaléncia de CMhp maior que Mhc,
em contraste com os achados do presente estudo e de Trinidade (Barker et
al., 2010), nos quais Mhc foi significativamente mais prevalente que CMhp
(p=0,03). Assim como estudos na Suica (Wengi et al., 2008), Australia
(Hetzel et al., 2012), EUA (Compton et al., 2012) e Reino Unido (Warman et

al., 2010), no presente estudo nao foram encontrados caes infectados por
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mais de uma espécie de hemoplasma, o que contrasta com a maioria dos
estudos sobre prevaléncia de hemoplasmas em caes (Barker et al., 2010;
Kenny et al., 2004; Novacco et al., 2010; Roura et al., 2010; Tennant et al.,
2011) os quais relataram caes co-infectados por Mhc e CMhp.

As diferencas entre as ocorréncias de Mhc e CMhp encontradas neste
estudo e outros ja descritos podem ser reflexo da populacdo de caes
amostrada. O presente estudo incluiu principalmente caes domiciliados
criados como animais de estimagao e poucos caes de abrigo ou canis, o0 que
pode ter contribuido para a baixa ocorréncia de Mhf e CMhp. Um estudo
realizado nos EUA (Kemming et al.,, 2004b) avaliando infeccdo por
hemoplasmas nas populacbes de caes de estimacdo e caes de canis
encontrou que caes de canis tinham maior risco de serem infectados por
hemoplasmas, cuja prevaléncia foi de 35%, superior a ocorréncia descrita
no presente estudo. Outro estudo da Australia (Barker et al.,, 2012)
amostrando apenas caes de rua encontrou prevaléncias de Mhc e CMhp
maiores que em caes domiciliados, o que esta de acordo com o encontrado
no presente estudo, embora comparagdes diretas ndo podem ser feitas, pois
0 acesso dos caes a rua nao foi registrado no presente estudo.

Um estudo realizado em caes de paises do Mediterraneo encontrou
que nao ter ragca definida era um fator de risco para infeccdo por
hemoplasmas, contudo nesse mesmo estudo a maioria dos caes sem raca
definida viviam em canis, que também foi definido como um fator de risco
para infecgdo por hemoplasmas (Novacco et al., 2010; Tennant et al., 2011),
contudo, os autores acreditam que as condigdes de vida sejam mais

importantes do que a raca como fator de risco para a infecgédo. Diferentes
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populacdes de caes apresentam atividades e comportamentos diversos que
podem estar envolvidos em outras formas de transmissao de hemoplasmas,
tais como inoculagao direta ou infeccdo transplacentaria (Compton et al.,
2012).

Reacdes de PCR com varios graus de sensibilidade também podem
contribuir para diferengas nas prevaléncias de hemoplasmas relatadas em
caes (Compton et al., 2012). Pouca qualidade do DNA e/ou inibidores da
PCR podem resultar em falsos negativos e consequentemente baixas
prevaléncias, caso a PCR nao inclua controles internos como o incluido no
presente estudo.

O clima também pode exercer influéncia nas prevaléncias por estar
associado com potenciais vetores, uma vez que caes de paises de clima
quente tais como Portugal (Novacco et al., 2010), Sudao (Inokuma et al.,
2006), Tanzania (Barker et al., 2010) e sul da Franca (Kenny et al., 2004) tém
maior risco de infeccdo por hemoplasmas. No presente estudo, a ocorréncia
geral de hemoplasmas foi comparavel aquela encontrada em regides de
climas similares, tais como sul da Franga (Kenny et al., 2004), Espanha
(Roura et al., 2010) e Tanzania (Barker et al., 2010). Esse achado combinado
com a diferenca proxima de significativa encontrada nas ocorréncias de
hemoplasmas entre cades com e sem carrapatos (tabela 2.1), indicam que
carrapatos podem ser potenciais vetores para hemoplasmas.

Patégenos transmissiveis por carrapatos ja foram identificados em
caes e carrapatos da Nigéria (Ogo et al., 2012; Reye et al., 2012). No
presente estudo, observou-se uma associacédo proxima da significativa entre

profilaxia para ectoparasitas e infecgdo por hemoplasmas. Evidéncia de
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associagcao entre o carrapato Rhipicephalus sanguineus e infecgdo por
hemoplasmas em céaes foi descrita por Wengi et al. (2008), ao identificar caes
residentes na Suiga infectados por hemoplasmas com histérico de terem
viajado para paises onde esse carrapato é encontrado. O estudo nos paises
do Mediterraneo também documentou associagcdo entre a exposicao a
carrapatos e infecgdo por hemoplamas em caes (Novacco et al., 2010).
Porém, outro estudo (Barker et al., 2010) ndo encontrou qualquer associagao
similar. Contudo, deve-se considerar que hemoplasmas causam infeccoes
crénicas e, portanto, uma exposi¢ao recente a carrapatos pode nao estar
aparente. Além disso, 0 modo de transmissdao das hemoplasmoses caninas a
campo ainda nao foi esclarecido (Barker et al., 2010).

Nao houve associagao significativa entre infecgao por hemoplasmas e
idade, conforme anteriormente relatado (Barker et al., 2010; Kenny et al.,
2004; Tennant et al., 2011; Wengi et al., 2008).

Um estudo prévio (Barker et al., 2010) encontrou que machos sao
mais propensos a infeccdo por Mhc do que fémeas, o que esta de acordo
com os achados do presente estudo, uma vez que associagao préoxima a
significativa (p=0,06) foi encontrada para infecgdo por Mhc e género
masculino.

Nao foi encontrada associagdo significativa entre infeccao por
hemoplasmas e VG ou presenca de anemia, o que de acordo com estudos
prévios (Barker et al., 2010; Hetzel et al., 2012; Novacco et al., 2010; Roura
et al., 2010) pode ter relagdo com infecgao crénica ou a baixa patogenicidade
dos hemoplasmas em caes (Compton et al., 2012), conforme o estudo feito

por Wengi et al. (2008) que monitorou caes infectados por hemoplasmas e
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demonstrou que, apesar de resultados de PCR continuamente positivos, nao
observou-se anemia. Fatores adicionais, como imunossupressao e
esplenectomia, s&o necessarios para induzir doenga clinica em caes
infectados por hemoplasmas (Novacco et al., 2010; Warman et al., 2010).
Tais fatores ndo foram apresentados por nenhum dos cdes do presente
estudo.

Vinte e trés caes foram positivos na gPCR para género de
hemoplasma mas negativos na qPCR espécie especifica. As sequencias do
gene 16S rRNA de quatro desses caes revelaram que eles eram idénticos ao
Mycoplasma haemocanis. Essas amostras apresentaram baixo numero de
copias de hemoplasmas (Cts>30), o que pode ter sido a razdo para o
resultado discordante. Em cinco dos 23 caes discordantes, os resultados do
sequenciamento do gene 16S rRNA mostrou semelhangca com espécies de
bactérias diferentes de hemoplasmas: dois cades estavam infectados por
Anaplasma phagocytophilum, que, junto a Anaplasma platys € um dos
agentes causadores da anaplasmose canina (Beall et al.,, 2008); um céao
estava infectado por Anaplasma ovis, uma espécie reconhecida por infectar
ovelhas (Giangaspero et al., 2015) mas que ainda nao foi relatada em caes;
um cao estava infectado por Serratia marcescens, um agente oportunista
reconhecido por causar infecgdo nosocomial em caes (Lobetti et al., 2012;
Perez et al.,, 2011) e um cado estava infectado com Aerococcus sp.,
recentemente observado em um cao causando infec¢ao urinaria (Budreckis
et al., 2015). Esses achados indicam que a gqPCR para género de
hemoplasma pode detectar bactérias diferentes de hemoplasmas e ressalta a

importancia de sequenciar animais com resultados positivos em ensaios de
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PCR de género. Porém, é possivel que esses animais discordantes também
estivessem co-infectados por hemoplasmas, mas a PCR amplificou outras
co-infecgdes (por exemplo Anaplasma sp.) presentes em maior concentragao
no sangue. Os autores acreditam que o uso de PCRs genéricas para
hemoplasmas seja importante para avaliar possiveis infecgdes por novas
espécies de hemoplasmas com sequencias diferentes que possam interferir
no local de ligagdo do oligonucleotideo e/ou probe das qPCRs espécies
especificas. Tentativas adicionais de amplificar e sequenciar o gene 16S
rRNA dos 14 caes discordantes restantes falharam, portanto é possivel que
outras espécies de bactéria ou novas espécies de hemoplasmas estivessem
presentes nessas amostras, conforme anteriormente relatado (Hii et al., 2012;
Varanat et al., 2011), mas em niveis muitos baixos para serem amplificados
pelas PCR convencionais.

As sequencias do gene 16S rRNA do Mhc gerados no presente estudo
nao apresentaram variabilidade genética comparados a outras sequencias de
Mhc de caes ja publicadas de outros paises (Novacco et al., 2010; Tasker et
al., 2003) e se organizaram em um unico grupo na analise filogenética (figura
2.1). A arvore filogenética demonstrou que as espécies de hemoplasmas
caninos concentraram-se em dois grupos distintos: um grupo formado por
CMhp e CMhm e o outro constituido por Mhc e Mhf, conforme anteriormente
descrito (Tasker et al., 2003). As novas sequencias de hemoplasmas geradas
no presente estudo apresentaram >99,6% de identidade com sequencias
anteriormente publicadas de Mhc e Mhf (Kenny et al., 2004; Messick et al.,
2002). Um achado similar, no qual sequencias do 16S rRNA de Mhc e Mhf

compartilharam >99% de similaridade foi relatado por Brinson e Messick
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(2001), porém estudos filogenéticos baseados no gene RNase P RNA
demonstraram que o Mhc é uma espécie distinta que infecta caes (do
Nascimento et al., 2012). Infelizmente n&o foi possivel incluir genes
adicionais no presente estudo filogenético, uma vez que nao havia DNA
suficiente das amostras de caes para amplificagdes adicionais.

O presente estudo representa o primeiro relato da ocorréncia de
hemoplasmas em caes da Nigéria junto com o sequenciamento do gene 16S
rRNA da espécie de haemoplasma encontrada nesses caes (Mhc). A
avaliagdo dessas sequencias revelou pouca variabilidade genética na

espécie Mycoplasma haemocanis.
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2.7 CONCLUSAO

Em conclusdo, a ocorréncia de hemoplasmas em caes da Nigéria foi
comparavel a de outros paises com clima quente similar. Uma identidade
genética proxima existe entre as sequencias do gene 16S rRNA da espécie
Mhc de diversas partes do mundo. O achado de nao associagao entre
hemoplasmas caninos e anemia refor¢a a baixa patogenicidade das espécies

de hemoplasmas caninas.
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Tabela 2.1. Caracteristicas dos ciaes amostrados e resultados da PCR

No. de caes (%) (variavel categérica) ou mediana (variancia) (varidveis continuas)

Positivo Negativo Positivo
Variavel Total qPCR ~ Valor Negativo Valor
o « qPCR género Mhc
N (%) género Mhc gPCR p
hemoplasma hemoplasma qPCR
Género 245 (100%)
Macho ( 4;_03%/0 ) 21 (50%) 82 (40.7%) (661?% ) 91(40.6%)
F“ 142 : : 0.173 . : 0.06
émea (57.7%) 21 (50%) 121 (59.3%) 6 (33.3%) 136 (59.4%)
Raga 210 (100%)
Racga pura 37 (17,6%) 3 (7.7%) 34 (19.8%) 1 (5.6%) 36 (18.8%)
. . 173 o o 0.071 17 o 0.20
Animal mestico (82.3%) 36 (92.3%) 137 (80.2%) (94.4%) 156 (81.2%)
Origem 245 (100%)
Pet 218 (89%) 38 (90.5%) 180 (88.6%) (1383%) 200 (89%)
0.312 0.38
Canil 27 (11%) 4 (9.5%) 23 (11.3%) 0 27 (11%)
Condigao clinica 245 (100%)
Saudavel 85 (34.6%) 13 (31%) 72 (35.3%) 4 (22.2%) 81 (35.5%)
160 o o 0.722 14 o 0.31
Doente (65.4%) 29 (69%) 131 (64.7%) (77.8%) 146 (64.5%)
Presencga de carrapatos® 245 (100%)
Sim (5;3150/0) 29 (69%) 106 (52.5%) (7212’%) 122 (53.9%)
: 110 : : 0.061 . : 0.14
Nao o 13 (31%) 97 (47.5%) 5(27.8%) 105 (46.1%)
(44.9%)
Profilaxia contra ectoparasitos 245 (100%)
. 193 o o 11 0
Sim (78.5%) 31(73.8%) 162 (79.4%) 0415 (61.1%) 182 (79.8%) 0076
Nao 52 (21.5%) 11 (26.2%) 41 (20.6%) 7 (38.9%) 45 (20.2%)
Idade (anos) 1 (2-6) 2 (2-9) 0.320 1(2-4) 2 (2-9) 0.188
Volume 36 (15-
globular (VG) 38 (14-57) 43 (10-62) 0.131 52) 43 (10-62) 0.095
(%)
Presenga de anemia
Anémico 70 (30.7%) 13 (29.5%) 57 (30.2%) 5(31.3%) 64 (30.8%)
N30 anémico 158 31(70.5%) 132 (69.8%) 0700 g 144 (69.2%) O
(69.3%) ' ) (68.8%) '

§ Valor p indica resultado do teste x* para variaveis categéricas e do teste
Mann-Whitney U para variaveis continuas

* Todos os carrapatos encontrados foram identificados como Rhipicephalus

sanguineus
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Tabela 2.2. Percentual de amostras de sague de caes positivas para
espécies de hemoplasmas (Mhc e CMhp) por PCR

Mhc e

Origem amostra Total (%) Mhc (%) CMhp (%) CMhp (%)
Nigéria (presente estudo) 17,1 7,3 0,4 -
Franca 15,4 5,9 12 2,6
Espanha 14,3 14,3 0,6 0,6
Tanzania 20 19 - 0.01
Suica 1,2 0,9 0,3 -
Grécia 10,6 5,6 4,2 0,7
Trinidade 8,7 49 2,7 1,1
Italia 9,5 3,7 5 0,8
Portugal 40 40 - -
Australia 64 43,6 20,5 -

CMhp = “Candidatus Mycoplasma haematoparvum”

Mhc = Mycoplasma haemocanis
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Figura 2.1. Relagdes filogenéticas das sequencias do gene 16S rRNA de
hemoplasmas previamente publicadas e de Mhc de caes da Nigéria. Valores
de porcentagem de bootstrap estdo nos nodos da arvore flogenética (apenas
valores >700 estao apresentados). As distancias evolucionarias estao
representadas na escala. Clostridium spp. foi usado como grupo externo. Os
numeros de acesso ao GenBank estdo indicados na figura. Sequencias de
Mhc dos animais F2, G7, H7 e E8 foram geradas no presente estudo.
Numero de acesso ao nucleotideo no Genbank (KP715857, KP715858,
KP715859 and KP715860). Mhc = Mycoplasma haemocanis, CMhp =
“Candidatus Mycoplasma haematoparvum”, Mhf = Mycoplasma haemofelis,

CMhm = “Candidatus Mycoplasma haemominutum”

Clostridium sp. L23477
AY532390 CMhp France
AY383241 CMhp USA

1000

EF416569 CMhp Switzerland
1000 GQ129112 CMhp ltaly
GQ129113 CMhp Spain

AY 150974 CMhm Israel

AY 150978 CMhm Australia
U88564 CMhm California USA
966 | AF271154 CMhm UK
AY 150979 CMhm South Africa
AY150976 Mhf Australia

L U95297 Mhf USA

~ AF548631 Mhf South Africa
AY 150984 Mhf UK
AY 150984 Mhf UK.1

844

Nigeria Mhc F2 KP715858
EF416567 Mhc Switzerland
GQ129116 Mhc Italy
Nigeria Mhc G7 KP715859
AF197337 Mhc USA

AF407208 Mhc USA
EF416566 Mhc Switzerland
EF416568 Mhc Switzerland

Nigeria Mhc H7 KP715860
l GQ129118 Mhc Portugal

l Nigeria Mhc E8 KP715857
AY529641 Mhc Japan
 AY150973 Mhc Germany
L AY150972 Mhf France
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Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm) and ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’ (CMt) are agents of feline haemoplasmosis and can induce anaemia in cats. This study aimed to deter-
mine the prevalence and phylogeny of haemoplasma species in cats from Brazil's capital and surrounding areas,
and whether correlation with haematological abnormalities existed. Feline haemoplasmas were found in 13.8%
of 432 cats. CMhm was the most prevalent species (in 13.8% of cats), followed by Mhf (11.1%) and CMt (4.4%).
Over 80% of haemoplasma-infected cats harboured two or more feline haemoplasma species: 7.1% of cats were

ﬁ?gr\:orslsésmas co-infected with Mhf/CMhm, 0.4% with CMhm/CMt and 3.9% with Mhf/CMhm/CMt. Male gender was significant-
Brazil ly associated with haemoplasma infections. No association was found between qPCR haemoplasma status and
Cats haematological variables, however CMhm relative copy numbers were correlated with red blood cell (RBC)
Prevalence numbers and packed cell volume (PCV). Haemoplasma 16S rRNA gene sequences (>1 Kb) were derived from

Co-infections co-infected cats using novel haemoplasma species-specific primers. This allowed 16S rRNA gene sequences to

be obtained despite the high level of co-infection, which precluded the use of universal 16S rRNA gene primers.
Within each species, the Mhf, CMhm and CMt sequences showed >99.8%, >98.5% and >98.8% identity, respec-
tively. The Mhf, CMhm and CMt sequences showed >99.2%, >98.4% and >97.8% identity, respectively, with
GenBank sequences. Phylogenetic analysis showed all Mhf sequences to reside in a single clade, whereas the
CMhm and CMt sequences each grouped into three distinct subclades. These phylogeny findings suggest the

existence of different CMhm and CMt strains.
© 2014 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license
(http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

1. Introduction

Haemoplasmas are haemotropic mycoplasmas lacking a cell wall that
attach and grow on the surface of red blood cells and can cause infectious
anaemia in different mammalian species. Although some of their basic
characteristics are known (Messick, 2004), they have not yet been
successfully cultivated in vitro. Three main haemoplasma species can
infect cats: Mycoplasma haemofelis (Mhf), ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (CMhm) and ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’
(CMLt). Mhf is the most pathogenic, often leading to haemolytic anaemia
during acute infection. In contrast, CMhm and CMt are less pathogenic,
but when combined with Mhf or retrovirus infection may also induce
anaemia (Tasker et al., 2009).

Haemoplasmas are found throughout the world and have previously
been identified in cats (Biondo et al., 2009a), dogs (Biondo et al., 2009a),
cattle (Girotto et al.,, 2012), capybaras (Vieira et al., 2009), lions

* Corresponding author.
E-mail address: larissaquino@gmail.com (L.C. Aquino).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2014.10.013

(Guimaraes et al., 2007) and deer (Grazziotin et al., 2011) in Brazil.
Recently, the zoonotic potential of haemoplasmas has been reported
after the molecular identification of haemoplasmas in immunosup-
pressed humans and professionals, some with frequent exposure to
haemoplasma infected animals (dos Santos et al., 2008; Steer et al.,
2011; Sykes et al., 2010). Moreover, domestic cats may act as a source
of haemoplasma infection for wild animals (André et al., 2014).
Previous studies have reported the prevalence of haemoplasmas
in domestic cats from different Brazilian states such as Mato Grosso do
Sul (MS) (36.4%) (Santis et al., 2014), Rio de Janeiro (R]) (12%)
(Macieira et al., 2008), Rio Grande do Sul (RS) (21.3%) (Santos et al.,
2009), Maranhdo (MA) (12%) (Braga et al., 2012), Sdo Paulo (SP) (32%
and 6.5%) (André et al., 2014; de Bortoli et al., 2012) and Mato Grosso
(MT) (8.4%) (Miceli et al,, 2013). However these studies have not con-
sistently reported haematological findings or phylogenetic analysis. In
those that have evaluated phylogeny, only short (less than 600 bp)
16S rRNA gene sequences have been used (André et al., 2014; Miceli
et al., 2013; Santis et al., 2014) or sequences were not submitted to
GenBank (Braga et al., 2012). Additionally, few positive cats and no

0167-7012/© 2014 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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more than two reference sequences for each haemoplasma species
were used in phylogenetic analysis. Further work on the phylogeny of
Brazilian feline haemoplasmas is required, using (near) complete 16S
rRNA and other genes if possible. The aim of this study was to assess
the prevalence and phylogeny of haemoplasmas from naturally infected
cats in Brazil's capital, Brasilia, and surrounding areas, and to determine
whether any correlation existed between haemoplasma infection and
haematological abnormalities.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

From 2009 to 2013, EDTA-anticoagulated feline blood samples were
obtained from the following groups in order to acquire as large and
diverse a population of samples as possible: i) cats from Brazil's capital,
Brasilia, and surrounding areas that attended the local veterinary teach-
ing hospital or private clinics, ii) owned cats from 7 cities in the sur-
rounding areas seen during the 2012 and 2013 anti-rabies vaccination
campaign, iii) owned cats from one city village outside Brasilia sampled
during a leishmaniasis surveillance programme conducted by the public
health service, and iv) feral cats from a shelter located in Brasilia's
surrounding area.

2.2. Ethics Approval

Data regarding gender were available but not health status or age.
The project was approved by the University of Brasilia (UnB) ethics
committee under the protocol number UnBDOC no. 43938/2012.

2.3. Haematological analysis

Haemoglobin concentration and red blood cell (RBC) numbers were
determined using a semi-automatic veterinary blood cell counter (ABC
Vet-Horiba® ABX diagnostics, Brazil) and the packed cell volume
(PCV) was determined by microhaematocrit centrifugation. Mean
corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular haemoglobin con-
centration (MCHC) were calculated from haemoglobin, PCV and red
blood cell count. Anaemia was defined as a PCV <24%.

2.4. DNA extraction

DNA extraction from 100 pL of blood was performed using a com-
mercial kit (Illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare,
UK) according to the manufacturer's instructions. The DNA was eluted
with 100 pL of elution buffer provided with the commercial kit and
stored at — 20 °C prior to analysis.

2.5. Control and generic haemoplasma conventional PCR assays

In order to check for the presence of PCR inhibitors and evaluate the
DNA quality, all samples were subjected to a control conventional PCR
to amplify a fragment of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) gene using primers described by Birkenheuer et al.
(2003), as part of another previous study assessing DNA extraction effi-
ciency. The protocol for this PCR included the following: 1 puL of DNA
template was amplified using 0.5 pM of each primer, 1.25 U Tag DNA
Polymerase recombinant, 0.2 mM dNTPs, 1x PCR buffer and 1.5 mM
MgCl, (all Invitrogen™), with water to 25 pL. Amplification was per-
formed in a thermal-cycler (FTGene5D, Techgene, UK) with an initial
denaturation step of 94 °C for 5 min, followed by 40 cycles of denatur-
ation (94 °C; 30 s), annealing (52 °C; 1 min), extension (72 °C; 1 min)
and a final extension at 72 °C for 5 min. Water was used as a negative
control and DNA extracted from non-infected cat blood as a positive
control. Samples giving bands of 400 bp on a 1.5% agarose gel stained

with ethidium bromide were considered positive and, therefore, had
DNA of sufficient quantity and quality for further molecular analysis.

Following GAPDH conventional PCR, DNA samples were then
screened for haemoplasma infection using a generic haemoplasma con-
ventional PCR adapted from Criado-Fornelio et al. (2003) to amplify
595 bp fragments of the 16S rRNA gene. In the reaction, 2 pL of DNA
template was amplified using 0.5 uM of each primer, 1.0 U Taqg DNA
Polymerase recombinant, 0.25 mM dNTPs, 1x PCR buffer and 2.5 mM
MgCl, (all Invitrogen™), with water to 25 pL. Amplification was per-
formed in a thermal-cycler (FTGene5D, Techgene, UK) with an initial
denaturation step of 94 °C for 10 min, followed by 40 cycles of denatur-
ation (94 °C; 30s),annealing (50 °C; 30s), extension (72 °C; 30s) and a
final extension at 72 °C for 10 min. Water was used as negative control
and DNA from a naturally infected haemoplasma cat previously
diagnosed by cytology and PCR (species not defined) was used as a pos-
itive control. PCR products underwent electrophoresis in a 1.5% agarose
gel stained with ethidium bromide, and samples with fragments of
595 bp were identified as positive.

2.6. Haemoplasma species-specific real-time quantitative PCR assays and
relative copy number determination

All of the DNA samples generating positive results by the conven-
tional generic PCR were shipped to the University of Bristol, UK for sub-
sequent real-time quantitative PCR (qPCR) as previously described
(Peters et al., 2008b) to identify the haemoplasma species (Mhf,
CMhm and/or CMt) present and determine relative copy numbers. All
gqPCR reactions were duplexed with an internal control (feline 28S
rRNA gene) assay to demonstrate the presence of amplifiable DNA and
the absence of PCR inhibitors; a threshold cycle (Ct) value of 22 was
used as a cut off. In each run, DNA from known haemoplasma positive
cats was used as a positive control and water as a negative control.

Relative copy numbers were calculated using the EA“t equation,
with the assumption that the highest Ct in the sample set equalled
1 haemoplasma copy/reaction (ACt = highest Ct — sample Ct) and
taking into account the Mhf, CMhm and CMt qPCR reaction efficiencies
(E) previously determined (Peters et al., 2008b) from standard curves.

2.7. 16S rRNA gene sequencing

The 11 CMt, 10 Mhf and 10 CMhm positive samples representing
different geographical locations with the lowest Ct values were chosen
for 16S rRNA gene amplification and sequencing. However, in order to
sequence the 16S rRNA gene of individual haemoplasma species from
the many cats with haemoplasma co-infections, species-specific 16S
rRNA gene primers were designed to amplify around 1200 bp of
the 16S rRNA gene through a conventional PCR. Briefly, complete 16S
RNA gene sequences from feline haemoplasma species available on
GenBank (accession numbers AY831867, DQ157150, DQ157151,
DQ464417, DQ464418, DQ464419, DQ464420, DQ464421, DQ464422,
DQ464423, DQ464424, DQ464425, AF271154, AY150974, AY150978,
AY150979, AY150980, AY150981, U88564, AF178677, AF548631,
AY069948, AY150972, AY150976, AY150977, AY150984, AY150985,
U88563, U95297) were downloaded and aligned using Clustal-W on
MacVector ver 13.0.3. The consensus sequence generated for each of
the three feline haemoplasma species was used to manually identify
the most specific regions of the 16S rRNA gene to which species specific
primer pairs could be designed. Short sequences ranging from 25 to
30 bp were selected as forward and reverse primers and tested using
Primer3 (web version 4.0.0; http://primer3.ut.ee/) against the consen-
sus sequence to obtain primer pairs with suitable melting temperatures
(Tm), self-complementarity, 3’ self-complementarity and hairpin
formation.

Two primer pairs for each feline haemoplasma species were selected
for evaluation based on their predicted product size, Tm and minimal
pair complementarity (Table 1). The primer specificities were first
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Table 1

16S rRNA gene primer sequences designed for haemoplasma species-specific conventional
PCR amplification of haemoplasma DNA from positive cats for the 16S rRNA gene
sequencing.

Primer name Primer sequence Tm" Product size
(°c)  (bp)

MhfFw1 GCTGATGGTATGCCTAATACATGC 59 1336

MhfRev1 GCCCACTCCTCTCATAGTTTGA

MhfFw2? CGAACGGACTTTGGTTTCGG 59 1214

MhfRev2? CTTCAAGGAGGCGAATTGCAG

CMhmFw1 TACTCTCTTAGTGGCGAACGG 60 1314

CMhmRev1 CTCCCATAGTTTGACGGGCG

CMhmFw2? AGGGTTTACTCTCTTAGTGGCG 59 1375

CMhmRev2*? TCCAGTCAAAATTACCAATCTAGACG

CMtFw1 CTGTCCAAAAGGCAGTTAGCG 59 1312

CMtRev1 TGTGTTTTCAAATGCCCCTTCC

CMtFw2? GTCCTATAGTATCCTCCATCAGACAG 59 1039

CMtRev2? CGACACATTGTACTCACCATTGTAA

GGGATTAGATACCCCAGTAGTCCAC 59 600
GTGGACTACTGGGGTATCTAATCCC

Internal forward
Internal reverse

2 Primers selected as external primers for sequencing.
> Tm = melting temperature.

tested by BLAST searching against all existing DNA sequences stored
in GenBank and subsequently each primer pair was subjected to PCR
with a template of as high relative copy number as possible available
(107 of CMhm, 107 of Mhf or 10* of CMt) of their non-target feline
haemoplasma species to evaluate cross-reactivity. The selected primers
were tested in a 25 pL reaction containing 12.5 pL of 2x Promega
GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix (USA) with 0.2 uM of each primer
and 1 pL of DNA template, to a final volume of 25 pL with water. The
reaction was performed on a SureCycler 8800 thermal cycler (Agilent
Technologies, USA) with cycling conditions as follows: 95 °C for 5 min,
followed by 45 cycles of amplification (95 °C, 10's; 62 °C,30's; 72 °C
90 s) with final extension of 72 °C for 5 min. Cats singly infected with
Mhf, CMhm and CMt, previously identified by the species-specific qPCR
assays and water, were used as positive and negative controls, respec-
tively. Products were identified by electrophoresis in a 1.5% agarose gel
stained with ethidium bromide.

PCR products of the expected ~1200 bp size were purified with the
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit (MACHEREY NAGEL GmbH
& Co.) according to the manufacturer's instructions, quantified with
a Qubit™ fluorometer (Invitrogen™) and submitted to the DNA
Sequencing & Service (MRCPPU, College of Life Sciences, University
of Dundee, Scotland, www.dnaseq.co.uk) for sequencing using an
Applied Biosystems Big-Dye Ver 3.1 chemistry on an Applied Biosystems
model 3730 automated capillary DNA sequencer. Sequencing was
performed in the sense and antisense directions using the external
species-specific primers (MhfFw2/MhfRev2, CMhmFw2/CMhmRev2,
CMtFw2/CMtRev2) and internal primers (Table 1). The internal primers
were manually designed in highly conserved regions of the 16S rRNA
gene after alignment of 16S rRNA gene sequences from the three
haemoplasmas species and checked using Primer3.

2.8. Phylogenetic analysis

Sequence editing and analysis were performed in MacVector
v13.0.3, Inc. Reconstruction of near-complete 16S rRNA gene sequences
for the 11 CMt, 10 Mhf and 10 CMhm positive samples was performed
by combining individual sequences derived from the external and inter-
nal primers. These newly derived 16S rRNA gene sequences and the 16S
RNA gene haemoplasma species sequences available from GenBank
were then aligned using Clustal-W. The phylogenetic tree was generated
using the Neighbor-Joining method from a P-distance matrix and with
data resampled 1000 times to estimate the confidence of branching
patterns.

The novel haemoplasma 16S rRNA gene sequences generated in this
study were submitted to GenBank under the following nucleotide

accession numbers: Mhf sequences (KM275238-KM275247), CMhm
sequences (KM275248-KM275257) and CMt sequences (KM275258-
KM275268).

2.9. Statistics

In order to accurately determine the prevalence of haemoplasmas,
the sample size required was estimated according to Thrusfield (1986)
and based on prior evidence (Barker et al., 2010; Biondo et al., 2009b)
with precision of 5% and 95% confidence intervals.

Data were entered into Excel® and statistical evaluation was carried
out using SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago IL, USA). Categorical
variables (gender, conventional PCR and qPCR status) prevalence values
were calculated together with 95% confidence intervals using the
Clopper-Pearson exact binomial method and differences were analysed
by X? test. Cats were divided into five groups according to haemoplasma
status based on the qPCR qualitative results generated: haemoplasma
negative, CMhm only infected, CMhm and Mhf co-infected, CMhm and
CMt co-infected, and CMhm, Mhf and CMt co-infected (no Mhf only in-
fected or CMt only infected cats were found). The Kolmogorov-Smirnov
test was used to test for normal distribution of continuous variables
(PCV, RBC, haemoglobin concentration, MCV and MCHC). Kruskal-Wal-
lis testing was used to determine if there were any significant differ-
ences among the haemoplasma status groups for non-normally
distributed continuous haematological variables. Spearman's test was
used to assess correlation in non-normally distributed data. Signifi-
cance was assigned as a p value <0.05.

3. Results

It was estimated that a sample size of 349 cats was needed to reliably
determine the prevalence of feline haemoplasmas in Brasilia and sur-
rounding areas. From 2009 to 2013, 451 cats were sampled.

Generic haemoplasma conventional PCR and haemoplasma species-
specific qPCR results are shown in Table 2. All 451 samples were positive
for GAPDH DNA by conventional PCR. Of the 451 cats sampled, 80
(17.7%) were haemoplasma positive by the generic haemoplasma PCR.
However, due to sample volume limitations, only 61 of these 80
haemoplasma positive samples could be subsequently subjected to
haemoplasma species-specific qPCR. Thus 432 cats comprised the final
study population. Gender data were not available for 70 cats; of the
remaining 362 cats, 176 (48.62%) were female and 186 (51.38%) were

Table 2
Number and percentage of cats generating positive PCR results for haemoplasma species
using both conventional and quantitative (q) PCR assays.

PCR assay/haemoplasma Number of haemoplasma 95% confidence

species found positives samples (%) intervals

Generic haemoplasma 80/451 (17.7%) 14.2-21.3%
conventional PCR

Haemoplasma 60/432 (13.8%) 10.2-16.4%
species-specific qPCR

Any Mhf 48/432 (11.1%)? 7.8-13.5%

Any CMhm 60/432 (13.8%)* 10.2-16.4%

Any CMt 19/432 (4.4%)° 2.4-6.1%

Mhf alone 0 0

CMhm alone 10/432 (2.3%) 0.9-3.6%

CMt alone 0 0

Mhf and CMhm 31/432 (7.1%) 4.5-9.2%

CMhm and CMt 2/432 (0.4%) —0.02-1.1%

Mhf and CMt 0 0

Mhf and CMhm and CMt 17/432 (3.9%) 2-5.5%

Mhf = Mycoplasma haemofelis.
CMhm = “Candidatus Mycoplasma haemominutum”.
CMt = “Candidatus Mycoplasma turicensis”.
¢ No significant difference (p = 0.2) present between the groups labelled with this suffix.
b Significant difference (p = 0.0002) present between this group and those with different
suffix.
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male. All 61 qPCR-tested samples were positive for 28S rRNA gene at a
Ct of <22. Sixty of the 61 samples were haemoplasma positive for any
species by qPCR, representing an overall prevalence of haemoplasma in-
fection of 13.8% in the 432 cats. Only one cat was positive in the generic
haemoplasma PCR but not in any of the haemoplasma species-specific
qPCRs. Of the 432 cats, 48 were positive for Mhf, 60 for CMhm and 19
for CMt, representing overall prevalences of 11.1%, 13.8% and 4.4%, re-
spectively for each haemoplasma species. The CMt prevalence was sig-
nificantly lower (p = 0.0002) than that of CMhm and Mhf, but no
significant difference was observed between the prevalences of CMhm
and Mhf (Table 2). There was a very high proportion of cats with dual
or triple haemoplasma co-infections, with 50 out of the 60 (83%)
haemoplasma infected cats being infected with more than one species,
and no cats were solely infected with either Mhf or CMt. Of 432 cats,
17 (3.9%) were triple infected with Mhf, CMhm and CMt, 31 (7.1%)
were dual infected with Mhf and CMhm, and two cats (0.4%) were
dual infected with CMhm and CMt. All of the negative and positive con-
trols gave appropriate results in all PCRs.

There was a statistically significant relationship between the
haemoplasma species-specific qPCR result and gender. Male cats
had a significantly higher overall haemoplasma infection prevalence
(p = 0.01), as well as being more likely to be Mhf positive (p =
0.004), CMhm positive (p = 0.009) and CMt positive (p = 0.03),
than female cats.

A wide range of relative copy numbers was found for all three
haemoplasma species: Mhf-infected cats had relative copy numbers
ranging from 0.2 x 10° to 2.54 x 108 relative copies/ul of blood,
CMhm-infected cats from 0.2 x 10° to 2.32 x 10%/ul and CMt-infected
cats from 0.2 x 10° to 1.38 x 10%/ul (Fig. 1).

Haematological data (PCV, RBC, haemoglobin, MCV and MCHC)
were available for 420 cats (Table 3) and all variables were found to
be non-normally distributed. No significant difference in haematological
variables was found among the cats grouped according to haemoplasma
status (Table 3). No significant correlation was found between
haemoglobin concentration and the relative copy numbers of Mhf
(n=45,1s = 0.127,p = 04), CMhm (n = 57, rs = 0.246, p = 0.065)
or CMt (n = 17, rs = -0.032, p = 0.903), although significance was
approached for CMhm. Correlation data between PCV and the relative
copy numbers for Mhf (n = 45, rs = 0.031, p = 0.837), CMhm (n =
57, s = 0.294, p = 0.027) or CMt (n = 17, 1, = —0.101, p = 0.7)

1,000,000,000—
100.000.000~
10,000,000
1,000,000~
100,000~
10,000~

1,000
100 T

T T T
Mhf CMhm CMt

Log relative copy numbers/p blood

Fig. 1. Haemoplasma DNA relative copy numbers/ul blood for each haemoplasma species
from samples generating positive results. Boxes represent the 25th, 50th (median) and
75th quartiles with whiskers extending to the greatest and smallest values. Mhf = cats
qPCR positive for Mycoplasma haemofelis, CMhm = cats qPCR positive for “Candidatus
Mycoplasma haemominutum”, CMt = cats qPCR positive for “Candidatus Mycoplasma
turicensis”.

revealed a significant correlation for CMhm only, as did correlation
data for RBC (Mhf [n = 45, ry = 0.048, p = 0.752], CMhm [n = 57,
rs = 0.276, p = 0.038] or CMt [n = 17, 1, = —0.032, p = 0.9]). Due to
the small number of CMhm and CMt co-infected cats, no statistical anal-
ysis of this haemoplasma status group was possible.

All 6 haemoplasma-specific primer pairs evaluated for conventional
16S rRNA gene PCR and sequencing amplified the predicted size PCR
product. The primer pairs selected for amplifying and sequencing each
haemoplasma species (Table 1) were chosen due to their absence of
non-target haemoplasma species amplification and a lack of primer
dimer formation.

Comparison of nucleotide identity within the 10 Mhf, 10 CMhm and
11 CMt sequences generated in the current study showed >99.8%,
>98.5% and >98.8% identity, respectively, with each other. Alignment
of the sequences generated in this study and those available on
GenBank, for each of the three haemoplasma species, revealed 99.2%-
100% identity for Mhf, 98.4%-100% for CMhm and 97.8%-100% identify
for CMt.

The phylogenetic relationships of the sequences generated in this
study and those available on GenBank are shown in Fig. 2. This analysis
yielded the expected separation of Mhf, CMhm and CMt sequences into
three distinct clades accompanied by high bootstrap values. The Mhf
sequences all grouped into one single clade with other worldwide Mhf
sequences from both domestic and wild cats. However, grouping of
the CMhm sequences into three distinct subclades was seen; subclades
one and two compromised eight of the ten CMhm sequences from this
study and were most closely related to wild cat haemoplasma se-
quences from Africa, Brazil and Spain; and subclade three consisted of
two sequences that shared a closer evolutionary relationship with se-
quences from domestic cats in Europe (UK and Switzerland). The CMt
phylogenetic analysis also showed division into three subclades; five
of the 11 CMt sequences from this study grouped into subclades one
and two, which were more closely related to sequences from domestic
cats in Australia and Africa, whereas the CMt sequences in subclade
three were more closely related to domestic and wild cat sequences
from European countries (Switzerland, UK, France).

4. Discussion

Evidence for the presence of all three feline haemoplasma species in
domestic cats in Brazil's capital and surrounding areas was found in this
study. The overall haemoplasma prevalence was similar to those report-
ed in the Brazilian states of R] (Macieira et al., 2008), MA (Braga et al.,
2012), SP (de Bortoli et al., 2012), MT (Miceli et al., 2013) and in studies
from UK (Tasker et al., 2003a) and Italy (Gentilini et al., 2009), however
studies conducted in stray cats from other Brazilian states (André et al.,
2014; Santis et al., 2014; Santos et al., 2009), Portugal (Martinez-Diaz
et al,, 2013) and Italy (Spada et al., 2014) reported higher overall prev-
alences. The individual CMhm and CMt prevalences were similar to pre-
vious Brazilian studies (André et al., 2014; Braga et al., 2012; Macieira
et al., 2008; Miceli et al., 2013; Santis et al., 2014; Santos et al., 2009),
however the Mhf prevalence was higher than those previously reported
in RS (Santos et al.,, 2009), MA (Braga et al., 2012) and MT (Miceli et al.,
2013). As would be expected, the individual prevalence figures found in
our study were lower than those in international studies where only
cats attending veterinary practitioners (Jenkins et al., 2013; Lobetti
and Lappin, 2012; Spada et al., 2014; Sykes et al., 2007) or cats with a
clinical suspicion of haemoplasmosis (Jenkins et al., 2013; Lobetti and
Lappin, 2012; Spada et al,, 2014; Sykes et al., 2007) were sampled; but
higher than those found in clinically normal cats used as blood donors
(Hackett et al., 2006).

These differences in prevalence may reflect variations in the groups
of cats studied and the risk factors for haemoplasma infection. The cat
populations from previous Brazilian studies were diverse and included
feral free-roaming cats (André et al., 2014; Santis et al., 2014), owned
cats from neutering programmes (de Bortoli et al., 2012; Santis et al.,
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Table 3

Descriptive statistics (median and range) and Kruskal-Wallis test results (p value) for haematological variables in cats grouped according to haemoplasma status using species-specific

quantitative PCR results.

Variable Negative cats CMhm alone Mhf and CMhm CMhm and CMt Mhf and CMhm and CMt p value
(n=372) (n = 10) (n =31) (n=2)* (n=17)

PCV (%) 31 (4-53) 1(21-38) 29 5 (8-44) 30 (27-34) 27 (12-34) 0.11

RBC (x 10°/uL) 8 (0.9-16) 9 (4.4-10.6) 5(1.2-12.5) 8.9 (7-10.7) 1(3-9.8) 0.25

Haemoglobin concentration (g/dL) 11 5(1.5-194) 11.2 (7.8-14.9) 11 5 (2.6-17.2) 11(10.3-11.8) 10 9 (3.9-15.6) 0.73

MCV (fl) 8 (16-110) 37.4 (30.5-47.4) 38.4 (29.4-66.1) 34.8 (31.5-38.2) 37 9 (27.6-66.9) 0.5

MCHC (%) 36 7 (12.6-71.6) 36.8 (30-51.3) 36.2 (28-55.4) 36.4 (34.7-38.1) 8(28.8-51-8) 0.74

Values indicate median and range.
PCV = packed cell volume.
RBCs = red blood cells.
MCV = mean corpuscular volume.
MCHC = mean corpuscular haemoglobin concentration.
CMhm = “Candidatus Mycoplasma haemominutum”.
Mhf = Mycoplasma haemofelis.
CMt = “Candidatus Mycoplasma turicensis”.
¢ Group not included in the statistical evaluation due to the small number of cats.

2014), cats attending a feline only clinic and local veterinary hospitals
(Macieira et al., 2008; Santos et al., 2009), owned cats screened for
blood donation (Santos et al., 2009), feral cats housed in animal shelters
(Miceli et al., 2013; Santos et al., 2009) and owned cats with outdoor
access (Braga et al., 2012). Direct contact with stray or feral cats in an
outdoor environment is believed to be a risk factor for haemoplasma
infection (Willi et al., 2006a). Feral cats are probably more likely to be
directly infected with haemoplasmas due to fighting, however the num-
ber of feral cats included in our study was low, representing 9.3% of the
study population and status regarding outdoor access wasn't available
for the household cats. In addition, it might be expected that more
haemoplasma infection would be detected among cats that attend
clinics and veterinary hospitals due to their ill-health. Also, regional
differences such as climate and, therefore, the extent and timing of
ectoparasite exposure may play a role in haemoplasma prevalence
(Willi et al., 2006a). Direct comparison between studies is difficult
when there are differences in factors such as inclusion criteria, local
weather, indoor versus outdoor access as well as the PCR assays used
for diagnosis. The current study, to the best of our knowledge, is the
first haemoplasma prevalence study in cats from Brazil that has used
gPCR for diagnosis.

Over 80% of haemoplasma positive cats (50 out 60) were co-infected
with more than one haemoplasma species in the current study.
Although many authors have reported the presence of cats with double
or triple infection (André et al., 2014; de Bortoli et al., 2012; Santis et al.,
2014), the proportion of co-infected cats in this study was significantly
higher than previously reported in RS (16%) (Santos et al., 2009), MS
(45%) (Santis et al., 2014), R] (16.6%) (Macieira et al., 2008), MA
(20.8%) (Braga et al., 2012), SP (33.3%) (André et al., 2014, de Bortoli
etal, 2012) and MT (6.6%) (Miceli et al., 2013). The presence of many
triple and dual co-infected cats in our study could be because the
haemoplasma species share related risk factors and/or similar routes
of transmission. In line with this is the fact that cats infected with one
haemoplasma can also exhibit an increased susceptibility to infection
with other haemoplasmas species (Willi et al., 2006a). Additionally,
correlations between CMt and Mhf and between CMt and CMhm have
been previously reported (Willi et al., 2006b).

Only one cat was positive by the generic haemoplasma PCR but
negative by the haemoplasma species-specific qPCRs. This sample may
have had a low haemoplasma copy number, below the limit of the
gPCR assay sensitivity (Sykes et al., 2007) or it may have contained
a novel haemoplasma species with mutations in the qPCR primer or
probe binding sites. A false positive result in the generic haemoplasma
PCR cannot be ruled out, although negative controls were appropriately
negative throughout. Ideally this DNA sample would have been subject-
ed to PCR amplification with an alternative generic haemoplasma qPCR

assay (Tasker et al., 2010) and attempts made to sequence any
amplicons, but sadly no remaining DNA was available from this cat.

Previous risk factor studies (Jenkins et al., 2013; Tasker et al., 2003a;
Willi et al., 2006a) found that male cats are more likely to be infected
with haemoplasmas than female cats, in line with the findings of our
study. The increased prevalence in males may be because of a higher
likelihood of male cats being infected with haemoplasmas due their
behaviour patterns such as roaming, biting and fighting. Indeed, it is
possible that haemoplasmas are directly transmitted, as suggested by
the detection of CMhm and CMt DNA in the saliva of infected cats
(Dean et al,, 2008; Museux et al,, 2009), although aggressive interaction
is believed to be required, as direct transmission of haemoplasma infec-
tion was found to require exposure to haemoplasma infected blood
rather than haemoplasma infected saliva (Museux et al., 2009). Also,
other pathogens directly transmitted through fighting interactions,
such as feline immunodeficiency virus (FIV), may induce immunosup-
pression that favours haemoplasma infection (Jenkins et al., 2013).
Unfortunately evaluation of the concurrent retrovirus status of all of
the cats in this study was not possible.

It has been stated that haemoplasma positive cats are more likely to
be anaemic than negative cats (Lobetti and Tasker, 2004; Tasker et al.,
2004, 2009; Willi et al., 2005), mainly during Mhf infection (Gentilini
et al., 2009; Jenkins et al., 2013; Lobetti and Lappin, 2012; Lobetti and
Tasker, 2004). However, our study as well as others (Barker et al.,
2010; Bauer et al., 2008; Macieira et al., 2008; Martinez-Diaz et al.,
2013; Spada et al., 2014; Wengi et al., 2008; Willi et al., 2006a) failed
to demonstrate association between haemoplasma infection and anae-
mia. As hypothesised previously (Sykes, 2010; Willi et al., 2006a), changes
in haematological parameters during haemoplasma infection vary ac-
cording to infection stage (acute versus chronic), which haemoplasma
species are present, varying pathogenicity, haemoplasma species strain
variation and/or host factors such as age. The infection stage for the cats
in our study was unknown as this is difficult to determine in naturally in-
fected cats, and age was not recorded.

Some have suggested that anaemia tends to be present in co-
infected cats as an additive effect of feline haemoplasma species on clin-
ical disease (Willi et al., 2006b). However, the group of co-infected cats
in our study didn't have significantly lower haematological parameters
than those with single infections or no infection (Table 3), similar to
previous findings (Willi et al., 2006a). Haematological changes in co-
infected cats could also be influenced by the same factors (e.g. infection
stage) as those proposed for single infections above.

As only naturally infected cats were sampled in the current study,
and many cats were co-infected with more than one haemoplasma
species, it was not possible to assess which haemoplasma species, if
any, infected the cat first. It thus was not feasible to evaluate the effect
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that one haemoplasma species had had on the presence of other species,
and how the order of infection could have affected haematological
parameters and relative copy numbers.

Cats with dual or triple haemoplasma co-infections were very com-
mon in our study, precluding the use of universal 16S rRNA gene
primers for amplification and sequencing of the near-complete 16S
RNA gene of the individual haemoplasma species in these cats. There-
fore, the design of new species-specific 16S rRNA gene primers made
possible the sequencing of individual haemoplasma species from 12
cats with triple and 10 cats with dual infections (Fig. 2). To the best of
our knowledge this is the first report of the use of this approach to
obtain individual haemoplasma species sequences from cats with dual
and triple co-infections.

Phylogenetic 16S rRNA gene-based analysis showed our sequences
to separate into three distinct groups, one for each of the three
haemoplasma species (Fig. 2). The CMhm and CMt groups showed
further subdivision into subclades as described in some (Tasker et al.,
2003b; Willi et al., 2006b), but not all (Braga et al., 2012; Miceli et al.,
2013; Santis et al., 2014), previous studies. Interestingly, the CMhm
sequences that grouped into subclade two (Fig. 2) in the current study
were closely related to African lions, which were also shown to have
a high frequency of haemoplasma co-infections in a previous study
(Willi et al., 2007). However not all of CMhm sequences from subclade
two were derived from cats with multiple haemoplasma infections, as 2
of the 7 cats had single CMhm infections. Thus phylogenetic grouping is
not strictly associated with haemoplasma co-infections. The subclade
formation within the CMhm and CMt clades showed grouping of
sequences from different regions worldwide and from different host
types (i.e. wild versus domestic cats). As the phylogenetic divergence
among strains may be reflected in phenotypic differences (Tasker
et al., 2001), our findings suggest the existence of distinct strains,
which may be related to varying pathogenicity, geographical distribu-
tion or host species. Unfortunately no specific definitions of exactly
what constitutes a haemoplasma species strain exist.

Unlike the CMhm and CMt sequences, and as previously observed
(Braga et al., 2012; Tasker et al., 2003b; Willi et al., 2007), the Mhf
sequences in the current study did not reveal any subclade formation.
The reasons for this difference in the 16S rRNA gene stability among
haemoplasma species are not known.

Although phylogenetic information derived from a highly conserved
gene, such as 16S rRNA, is often used, additional phylogeny using non-
16S rRNA gene sequences, as has been undertaken in a few studies
(Hicks et al., 2014; Peters et al., 2008a; Tasker et al., 2003b), would
have been helpful to support our conclusions. However, the high
number of co-infected cats made the amplification of other genes,
such as RNase P RNA gene, very difficult since the design of species-
specific primers is fraught with difficulty due to the short length of
these genes. Further analysis of a larger number of genes and cases in
the future, using alternative methods, would however be helpful in fur-
ther refining the relationships established in our phylogenetic study.

5. Conclusion

This represents the first study to molecularly characterise the near-
complete 16S rRNA gene sequences in haemoplasmas from domestic
cats with a high prevalence of co-infections, using a technique employing

Fig. 2. Phylogenetic analysis of near complete 16S rRNA gene sequences from Mhf, CMhm
and CMt species in cats from Brasilia and surrounding areas. The Neighbor-joining method
was used to construct the phylogenetic tree with bootstrap values provided at the nodes
(only values >700 are shown). Evolutionary distances are to the scales shown. Clostridium
spp. was used as an out-group. GenBank accession numbers are indicated in the figure.
Mhf sequences (B6, B7, C6, D4, E7, F2, F3, F5, G4, H2), CMhm sequences (A8, B4, B5, BS,
D1, D2, D4, D5, E3, H4) and CMt sequences (B1, B2, D4, E7, F3, F4, F5, G1, G4, G5, H4)
were generated in the current study. Mhf = Mycoplasma haemofelis, CMhm = “Candidatus
Mycoplasma haemominutum”, CMt = “Candidatus Mycoplasma turicensis”.
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species-specific primers. Haematological variables were also evaluated.
Future studies should investigate the significance of co-infections in
wild and domestic hosts within the epidemiology of haemoplasma
infections.
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