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EPIGRAFE

"Now! Now!" cried the Queen. "Faster! Faster!" And they went so fast that at
last they seemed to skim through the air, hardly touching the ground with their
feet, till suddenly, just as Alice was getting quite exhausted, they stopped, and
she found herself sitting on the ground, breathless and giddy.

The Queen propped her up against a tree, and said kindly, "You may rest a
little now.'

Alice looked round her in great surprise. "Why, | do believe we've been under
this tree the whole time! Everything's just as it was!"

“Of course it is," said the Queen, "what would you have it?'

“Well, in our country,' said Alice, still panting a little, "you'd generally get to
somewhere else -- if you ran very fast for a long time, as we've been doing.’

"A slow sort of country!" said the Queen. "Now, here, you see, it takes all the
running you can do, to keep in the same place.

If you want to get somewhere else, you must run at least twice as fast as that!"

Lewis Carrol — Though the Looking Glass and
What Alice Found There (Red queen evolutionary hypothesis)
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RESUMO

O termo hemoplasma refere-se ao grupo de micoplasmas que parasitam
os eritrécitos do hospedeiro e podem causar anemia. O uso das técnicas
baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizadas para a
melhor compreensdo da doenca. No Brasil os hemoplasmas Mycoplasma.
haemofelis e ‘Candidatus Mycoplasma. haemonminutum ja foram
identificados, porém dados de prevaléncia e fatores de risco ndo foram
avaliados até o0 momento. A espécie ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ ja foi
descrita em diferentes paises, porém a técnica de diagnostico utilizando PCR
em tempo real limita seu estudo no Brasil devido ao custo e necessidade de
pessoal especializado. O presente trabalho desenvolveu uma técnica por PCR
convencional para a detec¢cdo da espécie ‘Candidatus M. turicensis’ e descreve
pela primeira vez sua presenca infectando gatos domésticos no Brasil e a
prevaléncia, fatores de risco e achados hematoldgicos da infeccdo por
hemoplasmas foi avaliada. No total de 371 gatos, 79 (21.3%) foram positivos
para pelo menos uma espécie de hemoplasma. A infec¢do por ‘Candidatus M.
haemominutum’ foi detectada em 50 (13,48%) dos animais, ‘Candidatus M.
turicensis’ e M. haemofelis foram detectados em 10/371 (2.69%) e 8/371
(2.16%) dos animais respectivamente. Coinfeccdo com M. haemofelis-
‘Candidatus-M. haemominutum’ foi detectada em 4/371 (1.08%), ‘Candidatus
M. haemominutum’-*Candidatus M. turicensis’ em 5/371 (1.35%) e infeccéo
tripla em 2/371 (0.54%). Gatos machos, jovens e com acesso a rua Sao mais
susceptiveis a infeccdo por hemoplasmas. Anemia é associada a infec¢do por
M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’. O presente trabalho também
descreve a infeccdo por micoplasma hemotrofico similar ao M. haemofelis em
um paciente humano HIV positivo e alerta para seu potencial zoonético. Em
conclusdo, espécies de hemoplasmas sdo comuns e importantes agentes de
infeccdes em gatos domésticos no sul do Brasil. Estudos futuros devem ser
conduzidos para melhor entender seu impacto em animais de companhia e
determinar o seu papel como agentes zoonoticos, particularmente em pessoas
imunocomprometidas.

Palavras-chave: micoplasma, hemoplasma, anemia infecciosa felina, zoonose,
HIV, PCR.

1/ Tese de Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Veterindria,
Universidade
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Haemoplasma Infection in domestic cats from Porto Alegre, RS, Brazil

Author: Andrea Pires dos Santos
Advisor: Félix Hilario Diaz Gonzalez

ABSTRACT

The term haemoplasma refers to the mycoplasmas that parasitize the
red blood cells of the host and can cause anemia. Molecular approaches based
on the polymerase chain reaction (PCR) have been used to better understand
the disease. In Brazil, The species Mycoplasma haemofelis and *Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ were identified, whereas prevalence and risk
factor were not evaluated to date. The specie ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’ was described in many countries, however the use of real time-PCR
for the diagnostic of the infection had limited its use in Brazil and other
countries since it is expensive and requires specialized technicians. The
current study developed a conventional PCR assay to the diagnosis of
‘Candidatus M. turicensis’ and report for the first time the infection in
domestic cats in Brazil. We also evaluated the prevalence, risk factors and
hematological findings for the hemoplasma infections. In a total of 371 cat
samples, 79 (21.3%) were PCR-positive for at least one species of
haemoplasma. ‘Candidatus M. haemominutum’ infection was found in 50 out
of 371 (13.48%) positive cats, ‘Candidatus M. turicensis’ and M. haemofelis
DNA were found in 10/371 (2.69%) and 8/371 (2.16%) of the cats respectively.
Coinfection with M. haemofelis-‘Candidatus M. haemominutum’ was found in
4/371 (1.08%), ‘Candidatus M. haemominutum’-*Candidatus M. turicensis’ in
5/371 (1.35%) and infection with all 3 haemoplasmas in 2/371 (0.54%). Male
cats, younger age and outdoor access were risk factors for haemoplasma
infection. Anemia was associated with M. haemofelis and ‘Candidatus M.
haemominutum’ infection. The present study also reports a case of a
Mycoplasma haemofelis-like organism infection in a HIV positive patient and
warns the zoonotic potential of the haemoplasmas. In conclusion, the
haemoplasmas are common infectious agent in domestic cats in southern
Brazil. Further studies are needed to better understand their impact on
companion animals, as well as their role as zoonotic agents, particularly in
immunocompromised people.

Key words: mycoplasma, haemoplasma, feline infectious anemia, zoonosis,
HIV, PCR.
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1 INTRODUCAO

A hemobartonelose ou anemia infecciosa felina (AIF) é uma doenca
causada pelo agente antigamente conhecido como Haemobartonella felis. Os
gatos infectados podem desenvolver anemia que varia de leve anemia a severa
anemia hemolitica que pode levar a morte ou ndo apresentarem sinais clinicos.
Classicamente existiam duas formas da Haemobartonella spp. conhecidas
como forma grande ou isolado de Ohio e a forma pequena ou isolado da
Califérnia onde a forma maior estaria relacionada com a doenca aguda e a
forma menor considerada menos patogénica.

Anteriormente classificada como membro da ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae, a Haemobartonella spp. foi reclassificada no género
Mycoplasma, baseado em analises filogenéticas e em dados da sequéncia do
gene 16S ribossomico (16S rDNA) e devido a grande semelhanga das suas
caracteristicas moleculares (genoma) e fenotipicas (pequeno tamanho do
parasita, auséncia de parede celular e flagelos, resisténcia a penicilina e seus
analogos, e susceptibilidade a tetraciclina). Além de serem classificados como
Mycoplasma, observou-se a existéncia de dois genotipos de H. felis distintos
morfologicamente e geneticamente. Estes gendtipos foram nomeados como
Mycoplasma haemofelis (isolado de Ohio) e ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (isolado da Califérnia), esta Gltima forma permanece com o
termo ‘Candidatus’, pois essa nomenclatura ainda ndo foi validada. Mais
recentemente uma nova forma de micoplasma foi identificada em felinos e
denominada ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’.

Né&o existem relatos da prevaléncia destes hemoplasmas no Brasil, e 0s
relatos de casos da AlF sdo usualmente diagnosticados através observacao do
agente aderido aos eritrocitos por microscopia Optica, Visto que estes
organismos nao se multiplicam em meios artificiais devido a necessidade de
fatores de crescimento ainda ndo identificados. Este método de diagndstico
possui baixa sensibilidade, agravado pelo fato de que os esfregacos sanguineos
a serem observados geralmente sdo os mesmos utilizados para hemograma

utilizando-se EDTA (etileno-diamino-tetracético de sodio ou potassio) como
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anticoagulante causando o desprendimento do agente dos eritrocitos gerando
falsos negativos.

O diagnostico por microscopia no esfregaco sanguineo ficou mais
complicado ainda decorrente da identificacdo da espécie aparentemente menos
patogénica ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e do ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’ pois ndo distingue o agente causal. A natureza ciclica
da parasitemia e a presenca de um estagio de portador também tornam esse
método pouco sensivel. Devido a baixa sensibilidade e especificidade de
outros métodos de diagnostico para infecgdes agudas e crénicas em felinos a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é considerada o método diagnostico
definitivo para deteccéo e identificacdo do agente envolvido.

Existem poucos trabalhos descrevendo isolados destes hemoplasmas,
portanto sua distribuicdo mundial permanece desconhecida. Além disso, 0s
trabalhos descritos na literatura sdo conflitantes em relacdo a prevaléncia das
trés formas e sua patogenicidade. Outras questdes ainda permanecem em
relacdo a transmisséo e impacto clinico na populacéo de felinos domésticos e
potencial zoondtico. Na populacdo de felinos de Porto Alegre - Brasil, a
casuistica de animais anémicos é considerada importante, e suspeita-se que o0
percentual de animais infectados por parasitas hemotréficos seja alta.
InfeccBes por estes agentes determinam quadros clinicos importantes e quando
associada com outras afec¢bes, tornam-se coadjuvantes oportunistas,

agravando a severidade da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Esse estudo tem como objetivo utilizar a tecnologia de Reagdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) para verificar a presenga de M. haemofelis,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’.em felinos domésticos da regido de Porto Alegre/RS e determinar a

prevaléncia, fatores de risco e alteragBes hematologicas.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver protocolo de diagndstico por PCR para ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’.

- Verificar a presenga dos agentes M. haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma  haemominutum’ e  ‘Candidatus = Mycoplasma
turicensis’.em felinos domésticos da regido de Porto Alegre, RS, Brasil.

- Relacionar a presenca do agente com a anemia.

- Estabelecer as principais alteracdes hematoldgicas para a doenca.

- Verificar os fatores de risco associados a doenca.

- Realizar um estudo molecular das formas presentes na regido e
compara-las com os isolados descritos na literatura.

- Otimizar os protocolos existentes para M. haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’

- Desenvolver protocolo de PCR especifico para mycoplasmas
hemotroficos.

- Utilizar as ferramentas desenvolvidas e otimizadas para a pesquisar 0S

hemoplasmas em cées e humanos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Historico e classificacdo

A Anemia Infecciosa Felina (AIF) ou hemobartonelose é uma doenca
dos gatos domésticos causada pelo agente antigamente conhecido como
Haemobartonella felis. A prova de que a H. felis é o agente causador da
doenca foi historicamente controversa devido a inabilidade de se fazer cultura
do organismo em laboratorio e a presenca de um estado assintomético da
doenca (CARNEY & ENGLAND, 1993). Em 1953, Flint & Moss
reconheceram que a AIF era causada pela H. felis, porém somente no ano de
2000, Berent e colaboradores conseguiram, através da técnica de hibridizacdo
in situ, a evidéncia final de que a H. felis era realmente o agente causador da
doenca. No entanto, diferengas significativas foram encontradas entre duas
formas de H. felis pela anélise do gene 16S rRNA (RIKIHISA et al., 1997;
FOLEY et al, 1998; MESSICK et al, 1998). Duas espécies de
Haemobartonella entdo foram descritas em gatos: o organismo de Ohio ou
forma maior da H. felis, causadora da anemia infecciosa (BERENT et al.,
2000) e o organismo da Califérnia, ou forma menor, com baixa patogenicidade
(FOLEY etal., 1998).

Uma histérica confusdo sobre a natureza da Haemobartonella spp. tem
persistido por mais de 50 anos. Até 1993, a ordem das Ricketsiales continha
trés familias: Rickettsiaceae, Bartonellaceae e Anaplasmataceae, onde a
Haemobartonella spp. era classificada na familia Anaplasmataceae, baseada na
sua biologia e caracteristicas fenotipicas (MOULDER, 1974). A transmissao
por artrépodes também aproximava a bactéria a familia Rickettsiaceae. Porém
havia uma suspeita de que a Haemobartonella spp., assim como o parasita
Eperythrozoon spp. estivessem mais proximos da classe Mollicutes devido a
perda do parasitismo intracelular, tamanho pequeno, perda da membrana
celular, perda do flagelo, resisténcia a penicilina e derivados e susceptibilidade
as tetraciclinas (TANAKA et al, 1965). A classe Mollicutes é
filogeneticamente diversa e inclui mais de 150 espécies divididas em 8 géneros
(Mycoplasma, Ureaplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma,

Asteroleplasma, Mesoplasma e Entomoplasma) (WOLF et al., 2004).
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Metodologias baseadas na reacdo em cadeira da polimerase (PCR)
facilitaram a detecgéo e caracterizagdo da H. felis deixando clara a taxonomia
do organismo. Analises iniciais do gene 16S rRNA trouxe 0 organismo da
classe das rickettsias para a classe Mollicutes e indicaram uma grande
similaridade com Mycoplasma spp. (NEIMARK & KOCAN, 1997; RIKIHISA
etal., 1997; JOHANSSON et al., 1999). Entdo H. felis (Organismo de Ohio ou
forma maior) foi transferida para o género Mycoplasma como M. haemofelis e
a forma menor ou organismo da Califérnia, que permanece sendo uma espécie
nova e incompleta ganhou a designacdo de ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ (RIKIHISA et al., 1997). Devido suas caracteristicas, 0s
mycoplasmas hemotréficos ganharam o termo “hemoplasmas” (MESSICK,
2004). Baseado nas semelhancas moleculares e caracteristicas fenotipicas o
género Haemobartonella e Eperythrozoon foram definitivamente removidos da
ordem Rickettsiales e colocados na familia Mycoplasmataceae (NEIMARK et
al., 2001; NEIMARK et al., 2002).

Em 2005, Willi e colaboradores identificaram uma terceira espécie de
hemoplasma infectando felinos domésticos na Suica designada ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’. Analises moleculares demonstraram que esta espécie
possui maior homologia com duas espécies de micoplasmas presentes em
roedores, Mycoplasma coccoides e Mycoplasma muris. A infeccdo
experimental com ‘Candidatus M. turicensis’ resultou em anemia severa em
um gato apos imunossupressao com metilpredisolona e moderada diminuicao
no volume globular em um gato imunocompetente. Outro estudo envolvendo
andlise filogenética do ‘Candidatus M. turicensis’ revelou que alguns gatos
infectados na Australia e Africa do Sul apresentavam a sequéncia do gene 16S
rRNA contendo 32 a 33 nucleotideos que divergem dos demais isolados
sugerindo que pelo menos duas cepas do ‘Candidatus M. turicensis’ estdo
presentes infectando felinos domesticos (WILLI et al., 2006b).

Mesmo depois da transferéncia dos hemoplasmas para a familia
Mycoplasmataceae, a classificacdo destes no género Mycoplasma ainda causa
controvérsia. Uilenberg e colaboradores (2004) argumentam que ndo existem
evidéncias suficientes para essa classificacdo e sugere que os hemoplasmas
devem ser reclassificados em um género separado ao do Mycoplasma devido

suas caracteristicas bioldgicas e moleculares especificas.
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Peters e colaboradores (2008) utilizaram 40 diferentes espécies do
género Mycoplasma, incluindo 11 hemoplasmas para construir duas arvores
filogenéticas utilizando sequéncias do gene 16S RNA ribossomico (16S
rDNA) e Ribonuclease P (RNAse P ou rnpB). Ambas as arvores colocam 0s
hemoplasmas em um Unico grupo, mais proximamente relacionado com o
Mycoplasma fastidiosum concordando com outros autores (JOHANSSON et
al., 1999). Os hemoplasmas ainda foram subdivididos em dois grupos, um
contendo os hemoplasmas M. wenyonii, M. suis, M. ovis, CM. haemolamae,
CM. haemominutum, CM kahanei e CM. haematoparvum (Grupo
Haemominutum) e outro contendo M. haemofelis, M. haemocanis, M.

coccoides e CM. turicensis (Grupo haemofelis) (Figura 1).

3.2 Caracteristicas

As bactérias do género Mycoplasma sdo 0s menores organismos
conhecidos capazes de auto-replicacdo. S@o geneticamente relacionados as
bactérias Gram positivas, das quais descendem provavelmente por evolucao
redutiva que lhes causou a perda de muitos genes. Em virtude desta perda de
genes os micoplasmas ndo possuem parede celular e comportam-se como gram
negativos com celulas medindo de 0,2 a 0,5 micra, com genoma variando de
580 a 1.330 Kb. Estes organismos ndo possuem grande parte das rotas
metabdlicas relacionadas com producdo de energia e sintese de componentes
celulares contidos nas demais bactérias, portanto sdo dependentes de nutrientes
pré-formados e s6 ocorrem em associagao com células animais hospedeiras. Os
micoplasmas sdo ubiquos no reino animal e virtualmente todo mamifero, ave,
réptil, anfibio e peixe podem revelar a presenca de alguma espécie. A maioria
das espécies de micoplasmas parecem ser hospedeiro-especificas, porém
existem varios relatos de infeccdes em hospedeiros diferentes do seu natural
(PITCHER & NICHOLAS, 2004). Exemplos foram relatados em infec¢des por
M. ovis, M. muris e M. haemocanis (RISTIC & KREIER, 1984; DADDOW,
1979; LUMB, 1961).
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Figura 1. Andlise filogenética baseada na seqiiéncias do gene 16S rRNA dos

hemoplasmas e outros micoplasmas. As distancias evolutivas estéo

representadas pela escala (PETERS et al, 2008).

Os hemoplasmas, sdo parasitas epicelulares, pleomdrficos que se

aderem a superficie do eritrécito do hospedeiro (individualmente ou em

cadeias), porém ndo invadem a célula, e como conseqliéncia podem causar

anemia (MESSICK, 2004) (figura 2). Ndo sdo encontrados na natureza na

forma livre e acredita-se que contenham apenas 0s genes essenciais para vida.

Possuem DNA fita dupla contendo as informagdes que garantem replicagéo,

transcricdo e sintese protéica. Também possuem ribossomos. O M. haemofelis

também mantém alguns genes responsaveis por conferir protecdo contra
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estresse oxidativo (BERENT & MESSICK, 2003). Para manter o ciclo vital,
uma grande quantidade de seus genes é responsavel por produzir adesinas e
varios sistemas genéticos que conferem uma variabilidade de antigenos de
superficie para escapar do sistema imune do hospedeiro (YOGEV & NAOT,
1998). Diferente dos demais Mycoplasmas, os hemoplasmas dependem da
célula hospedeira para aminoacidos, acidos graxos, colesterol e vitaminas e,

por essa razdo, estdo associados aos eritrécitos (MILES, 1992).

Figura 2. Mycoplasma haemofelis parasitando os eritrocitos de um felino

experimentalmente infectado.

Berent & Messick (2003) ao desenvolverem o mapa fisico e criarem a
biblioteca gendmica utilizando cromossomo bacteriano artificial (BAC) do M.
haemofelis, chegaram a um produto, contendo todo genoma, de tamanho
(linearizado) estimado em 1,199 kb (desvio padrdo, 13,5 kb) e relataram 75
genes Unicos e distintos que nunca haviam sido descritos em Mycoplasma spp.
e que provavelmente sdo responsaveis pela adaptacdo ao eritrécito do
hospedeiro. As autoras ainda relataram que cerca de 25% dos genes estdo
relacionados com traducdo, estrutura ribossomal e biogénese, 14% com
replicacio do DNA, 9% com metabolismo de carboidratos, 6% com
transcricdo e 6% com transporte de nucleotideos. Varios genes relacionados
com fatores de viruléncia também foram encontrados neste estudo, estes
incluem lipoproteinas de membrana, possivelmente relacionadas com sistema
de variagdo antigénica (CITTI & WISE, 1995) e outros bem conhecidos como
0 gene VacB e MgpA para proteina adesina (CHENG et al., 1998; DALLO et
al., 1989).
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O gene para superdxido desmutase (SOD), que confere protecdo contra
0 estresse oxidativo, parece ser exclusivo do M. haemofelis dentre os
micoplasmas apesar do mesmo parecer ter um ancestral comum nas bactérias,
0s demais micoplasmas parecem ter perdido o gene ou um produto de um gene
diferente assumiu o papel da producdo da SOD. Existem ainda dois genes
encontrados no M. haemofelis envolvidos na biossintese da purina que codifica
proteinas similares com a inosina-5"-monofosfato (IMP) desidrogenase e
guanosina 3,5 -monofosfato (GMP) sintetase, conferindo maior flexibilidade
na biossintese de aminoacidos, ndo existe nenhum relato descrevendo estas
enzimas em Mollicutes spp., porém a presenca do gene ndo prova a atividade
da enzima (BERENT & MESSICK, 2003).

Diferente dos demais micoplasmas que, em condicdes laboratoriais
apresentam colénias (menores que 1mm de didmetro e com a forma
caracteristica referenciada como de “ovo frito”) e possuem crescimento lento
(TIMENETSKY et al., 1992), os hemoplasmas ndo foram cultivados com
sucesso até o momento (HARVEY, 2006), portanto as técnicas moleculares

tornaram-se ferramenta essencial para o estudo da doenca.

3.3 Anemia Infecciosa Felina (AIF)

A AIF também é conhecida como Hemobartonelose felina devido a
antiga classificagdo dos parasitas. Em 2003(b), Sykes sugeriu a nomenclatura
Micoplasmose Hemotrofica Felina para definir a mesma doenca.

A infeccdo por M. haemofelis geralmente resulta em anemia hemolitica
severa (BERENT et al.,, 1998) enguanto que a infeccdo por CMhm
normalmente ndo desenvolve sinais clinicos (FOLEY et al., 1998;
WESTFALL et al., 2001) apesar de alguns relatos onde o animal apresentou
leve a moderada anemia apos a infeccdo (LORIMER et al, 2004; GEORGE et
al, 2002). A infeccdo experimental com ‘Candidatus M. turicensis’ resultou
em anemia moderada a severa (WILLI et al, 2005) porém um novo estudo
sugere que a co-infeccdo com outros hemoplasmas, algumas retroviroses e
imunossupressdao podem estar envolvidos no desenvolvimento da anemia
(WILLI et al, 2006a).
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A doenca pode ocorrer de forma aguda ou crbnica. A anemia
hemolitica regenerativa se da pela destruicdo extra vascular pelo sistema
fagocitico mononuclear e lise intravascular, pela lesdo direta na membrana da
célula parasitada aumentando a fragilidade osmoética, ou ambos 0s mecanismos
(MESSICK, 2004).

3.3.1 Doenca aguda

A forma aguda causada pelo M. Haemofelis € associada com massiva
parasitemia dos eritrocitos causando severa anemia hemolitica que pode ser
fatal. Sinais clinicos incluem: anemia, febre, letargia e esplenomegalia
(CARNEY & ENGLAND, 1993) além de anorexia, ictericia (TASKER, 2004).
A esplenomegalia pode estar associada a hiperplasia linfoide e reticulo
endotelial ou pela hematopoiese extra medular e € geralmente o primeiro e
unico sinal aparente da infeccdo latente (MAEDE, 1978). A anemia é
classificada como regenerativa, macrocitica e hipocrémica apresentando
anisocitose, policromasia e aumento absoluto de reticulécitos (HARVEY &
GASKIN, 1977). Segundo Kewish e colaboradores (2004), a infecgdo por
FeLV pode inibir a regeneracdo eritroide e apresentar inicialmente anemia
regenerativa que pode evoluir para arregenerativa, portanto a AIF deve ser
adicionada como diagndstico diferencial de gatos tanto com anemia
regenerativa quanto arregenerativa. O autor enfatiza ainda a importancia de
utilizar-se de todas as informagdes disponiveis além do hemograma, como uma
adequada avaliacao clinica em animais suspeitos.

A leucometria apresenta pouca correlagdo com a doenca. Gatos
moribundos podem apresentar leucopenia e gatos com infec¢do aguda podem
apresentar leucocitose por neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo (FLINT
et al., 1958). Monocitose, presenca de mondcitos ativados e eritrofagocitose
sdo comuns na fase aguda (HARVEY & GASKIN, 1977).

A infeccdo experimental com M. haemofelis é bem documentada e
cursa com 0 pico da parasitemia, que acompanha febre e letargia,2 semanas
apos a infeccdo (FLINT et al., 1959; HARVEY & GASKIN, 1977;; BERENT
etal., 1998; TASKER et al., 2006). Segundo Berent (2002), durante a infecgéo
experimental em 4 gatos, anemia hemolitica foi observada 15 a 17 dias apoés a
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infeccdo e durante este periodo, o hematocrito variou de 15 a 19%. Durante o
pico da parasitemia, mais 80% dos eritrocitos estdo infectados. A figura 3

demonstra o curso da infeccdo experimental em um dos gatos deste trabalho.
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Figura 3. Grafico comparativo entre os valores de hematocrito e valores de
parasitemia em relagdo aos dias apos a infeccdo experimental de um gato
com Mycoplasma haemofelis e os resultados da PCR no DNA extraido do
sangue. A figura com o resultado do PCR corresponde ao dia que 0 sangue
foi coletado. A seta sélida corresponde ao pico da parasitemia e inicio do
tratamento com doxiciclina (2.5 mg/kg via oral a cada 12 horas por 21 dias).
As setas menores indicam tratamento com metilpredisolona (14 mg/kg,
intravenoso). Dia 0 = dia da inoculagdo com sangue infectado com
Mycoplasma haemofelis. Amostras de sangue foram coletadas diariamente
entre os dias 0 a 21 e 215 a 245 e semanalmente 22 a 214. Linha fina: =
valores do hematocrito (PCV). Linha grossa = valores de parasitemia
estimados pelo esfregaco sanguineo (H. felis score). N/D = periodo pré-
patente onde o sangue néo foi coletado para PCR. (BERENT, 2002).

Em estudos anteriores realizados por Harvey & Gaskin (1977 e 1978),
0s animais se recuperaram ap0Os a infeccdo experimental apenas com

tratamento dos sinais clinicos, sem o uso de antibioticos, porém se tornaram
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animais cronicamente infectados e carreadores do organismo. No estudo
realizado por Berent (2002), os animais foram tratados com doxiciclina, 2.5
mg/kg 2 vezes ao dia por 21 dias, e se recuperaram, porém tornaram-se
carreadores da doenca.

A infeccdo experimental com a forma pequena, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, desenvolveu minimos sinais clinicos da doenga
aguda e parece portanto ser menos patogénica (FOLEY et al., 1998; JENSEN
et al.,, 2001) mas, para Kewish e colaboradores (2004), em certas
circunstancias a infec¢do com “Candidatus Mycoplasma haemominutum’ pode
ser associado com a doenca clinica séria. Para Westfall e colaboradores (2001),
estas diferencas na severidade da doenca clinica podem estar refletindo uma
diferenca na patogenicidade das duas formas e um efeito dose-dependente.
Dentre as alteracGes bioquimicas pode-se observar hiperbilirrubinemia e
aumento das transaminases (VANSTEENHOUSE, 1995).

Dados sobre a infec¢do com a nova espécie ‘Candidatus M. turicensis’
sd0 escassas porém parecem ser dependentes de cofatores como
imunossupressao e co-infeccdo com outros hemoplasmas (WILLI et al.,
2007b). A infeccdo experimental em dois gatos com ‘Candidatus M.
turicensis’ causaram anemia leve em um dos gatos e moderada no outro gato
que foi adicionalmente tratado com corticosterdide. O pico da parasitemia foi
entre os dias 16 e 18 apos a infeccdo (WILLI et al, 2005).

Infecgbes por piroplasmas como a babesiose felina possuem sinais
clinicos como anorexia, depressdo, letargia, perda de peso e ictericia
principalmente na fase aguda, e devem ser incluidas no diagnostico diferencial
da doenca aguda (SCHOELAN et al., 2001).

3.3.2 Doenca cronica

A forma crdnica da infeccdo por hemoplasmas é assintomatica ou pode
causar apenas uma leve anemia, alguns autores acreditam que a doenca cronica
pode resultar em aguda quando os animais sdo submetidos a condi¢cfes de
estresse, ou seja, quando o sistema imune torna-se comprometido (BOBADE
et al., 1988; SMALL & RISTIC, 1971), o que se confirmou em gatos

experimentalmente infectados durante a fase croénica da doenga sob diversas
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condicOes de estresse e da administracdo de glicocorticoides (HARVEY &
GASKIN, 1978). No mesmo experimento, animais foram esplenectomizados e
revelaram o aumento da parasitemia, porém nao desenvolveram anemia, 0 que
indica que a esplenectomia resulta em uma inabilidade transitéria na
elaboracdo da resposta imune especifica. Em nenhum dos casos os animais
ficaram doentes. Berent (2002) demonstrou que apds a administragdo de
metilpredisolona (14 mg/kg 1V) em 2 gatos cronicamente infectados, o0s
valores de hematdcrito diminuiram de 37 a 24% e 35 a 27%, porém 0s animais
ndo desenvolveram sinais clinicos da doenca.

Quando um gato experimentalmente infectado recebe apenas
tratamento paliativo para a resolucdo dos sintomas, sem o0 uso de
antimicrobianos, uma recuperacdo € observada e o estado de portador pode ser
desenvolvido (HARVEY & GASKIN, 1978) o mesmo acontece mesmo com o
tratamento com doxiciclina (BERENT 2002). O animal pode permanecer
portador por anos, e nesta fase podem ocorrer pequenas diminui¢cbes no
hematocrito, variando de 25 a 35% e nunca abaixo de 20%, apesar disso,
poucos parasitas podem ser detectados no esfregaco sangiineo. Os valores
hematologicos voltam a normalidade antes dos sinais clinicos apds a infeccao
aguda, ndo sendo possivel a diferenciacdo pela hematologia dos gatos
portadores e sadios (HARVEY & GASKIN, 1978). Berent (2002) demostrou
que mesmo a administracdo de antimicrobianos, gatos experimentalmente
infectados, também tornam-se portadores (figura 3) e Bobade e colaboradores
(1988) relataram que gatos naturalmente infectados podem tornar-se
portadores apds o tratamento com antimicrobianos (BOBADE et al., 1988).
Gatos infectados com ‘Candidatus M. turicensis’ espontaneamente se
recuperaram da infeccdo e apresentaram PCR negativo pelo periodo de um
ano, mesmo com a administracdo de corticosterdides (WILLI et al., 2006a).

Gatos portadores tornam-se positivos ao teste de Coomb’s, o que indica
a presenca de anticorpos anti-eritrocitarios induzidos pela infeccéo,
dificultando assim o diagnostico entre anemia infecciosa felina e anemia
hemolitica auto-imune (ZULTY & KOCIBA, 1990). A diferenca entre gatos
sadios e portadores é dificil de diferenciar, visto que o diagnéstico pelo
esfregaco sanguineo é pouco sensivel e inespecifico. A PCR é indicada para a

identificacdo de portadores, porém resultados negativos para a PCR foram
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evidenciados imediatamente apOs o tratamento com doxiciclina (figura 3)
(BERENT, 2002). Foley e colaboradores (1998) também observaram
resultados negativos pela PCR logo apds a administracdo de antimicrobianos,
porém 0s animais retornaram a serem positivos aproximadamente uma semana
apOs a suspensdo do tratamento. Até o0 momento ndo se sabe como 0s
organismos escapam ao tratamento. Especula-se que os hemoplasmas podem
ter um tropismo por outro tipo celular ou podem ter a capacidade de invadir as
células do sistema imune.

Animais cronicamente infectados sdo um risco para outros animais e
ambiente e o uso da PCR como pré-requisito para animais como doadores de

sangue é recomendado.

3.3.3 Outras afeccdes

Doencas associadas com micoplasmas incluem artrite, pneumonia,
conjuntivite, infertilidade, mastite e vulvovaginite e os sinais clinicos séo
dependentes do tecido que o parasita tem tropismo (SIMECKA et al., 1992).
Os hemoplasmas tém a caracteristica Unica de parasitar eritrocitos, no entanto,
baseado em evidéncias clinicas, a infec¢do de tecidos reprodutivos pode ser
uma importante manifestacdo na doenca cronica, porém isto ainda ndo foi
investigado (MESSICK, 2004).

Sugere-se  que a infeccdo por ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ pode causar doenca mieloproliferativa e a infecgdo crénica
por M. haemofelis pode causar a transformacdo neoplésica de ceélulas
hematopoiéticas em animais FeLV-positivos (SHELTON & LINERBERGER,
1995).

3.3.4 Transmissao

As formas de transmissdo dos hemoplasmas ainda sdo pouco
compreendidas. Sabe-se que AIF pode ser induzida por ingestdo oral ou
injecdo parenteral com sangue infectado (HARVEY & GASKIN, 1977,
FLINT et al., 1958; BERENT et al., 1998). Transfusdo sangiinea de animais

portadores pode produzir a doenga aguda em gatos susceptiveis (SPLITTER et
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al., 1956; WILLI et al., 2006a). Existem relatos de infec¢éo por M. haemofelis
em filhotes recém nascidos sugerindo que a transmissao transplacental também
pode ocorrer, apesar de nao ter sido confirmada (HARBUTT, 1963).

Vetores artrépodes como pulgas e carrapatos sdo transmissores
potenciais e tem sido proposto que tém um papel na transmissdo entre 0s
animais (CARNEY & ENGLAND, 1993). No japdo, DNA do ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ foram detectados em carrapatos Ixodes ovatus
em diferentes regides sugerindo que os carrapatos podem ser responsaveis pela
transmisséo transestadial (TAROURA et al., 2005).

O DNA de M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ ja foi
detectado em pulgas da espécie Ctenocephalides felis em varios estudos
(SHAW 2003; WOODS et al., 2005; LAPPIN et al., 2006) porém a tentativa
de se transmitir M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ entre gatos
infectados com pulgas infectadas ndo foi conclusiva, onde apenas um dos 6
gatos do estudo se tornou positivo para M. haemofelis pela PCR porém néo
apresentou sinais da doenca (WOODS et al., 2006).

Pouco se sabe sobre a presenca de hemoplasmas em vetores artropodes
a prova definitiva da identidade do vetor permanece desconhecida. No Brasil,
0 papel dos vetores artropodes na transmissdo dos hemoplasmas ndo foi
investigada até o momento.

Novos estudos sobre os fatores de risco para a infeccdo com
hemoplasmas sugerem que a infeccdo pode ser transmitida pelo contato direto
entres os gatos. ‘Candidatus M. turicensis’ foi detectado pela PCR na saliva e
fezes de gatos infectados (WILLI et al., 2007a). ‘Candidatus M.
haemominutum’ também foi detectado na saliva e glandula salivar de gatos
experimentalmente infectados, porém M. haemofelis ndo foi detectado (DEAN
et al., 2005). Este fato sugere que a convivéncia entre os gatos, a ocorréncia de
brigas pode estar envolvida na transmissdo dos organismos. Willi e
colaboradores (2007a) sugerem que devido as baixas concentracdes de
parasitas na saliva e fezes dos animais o interacao entre eles deve ser agressiva

para que a infeccdo ocorra.

3.3.5 Fatores de risco
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A existéncia de fatores de risco que predispde os felinos a AlF, pode
ser. animais portadores de leucemia infecciosa felina (FeLV), imunizacédo
incorreta, historico de abscessos por mordeduras e arranhaduras de outros
gatos, animais que possuem livre acesso a rua, estresse, gestacdo, infeccdes
intercorrentes, neoplasias, presenca de ectoparasitos e flebotomideos no
ambiente (TASKER et al., 2003a; GRINDEM et al., 1990). Animais
podem ter predisposicdo a infeccdo aguda pela idade, co-infeccdes,
imunossupressdo ou esplenectomia. A infeccdo cronica € pouco definida e
geralmente é inaparente ou ocorre em animais imunocompetentes sem
esplenectomia (MESSICK, 2004).

A infeccdo por M. haemofelis pode ocorrer associada a retroviroses,
incluindo o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina
(FeLV) (LAPPIN, 1995). Segundo Grindem e colaboradores (1990) o risco da
infeccdo aumenta quando o animal apresenta anemia, falta de vacinagéo,
historico de mordedura de outro gato concomitante com a presenca de
abscesso e/ou anemia, idade menor ou igual a trés anos e em gatos de vida
livre. Sexo, raga, nimero de gatos convivendo juntos, presenca ou ndo de
pulgas ndo foram fatores significantivos, no entanto machos doentes
apresentaram grande risco.

Gatos experimentalmente infectados com FeLV e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ desenvolvem anemia mais severa do que gatos
com o parasita sozinho, que podem perder a patogenicidade pela passagem por
gatos livres de FeLV e ainda induzir doenca mieloproliferativa em gatos FeLV
positivos (GEORGE et al., 2002). Harrus e colaboradores (2002), em um
estudo de 45 casos de AIF clinica em Israel, encontraram 38% dos gatos
testados positivos para FeLV e 22% para FIV; prevaléncia superior a
populacdo de gatos domésticos da regido. Foi observado tambem que os gatos
positivos para FeLV desenvolviam maior grau de anemia, com volume
corpuscular médio superior e temperatura corporal inferior aos FelLV
negativos. Luria e colaboradores (2004) observaram que a presenca de
retroviroses também aumenta o risco de infec¢do por Mycoplasma spp. em

gatos de vida livre no norte da Florida.
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A infeccdo por M. haemofelis é vista com maior freqiiéncia em climas
quentes ou durante as estagOes quentes do ano, fato relacionado com a maior
presenca dos vetores (CARNEY & ENGLAND, 1993).

3.3.6 Diagnostico

Historicamente, o diagndstico da AlF é feito atraves da visualizacdo da
bactéria nos eritrocitos, em esfregaco sangiiineo com corantes do tipo
Romanowsky ou laranja de acridina (BOBADE & NASH, 1987), porém 0s
episodios ciclicos de parasitemia na doenca aguda e os baixos ndmeros de
organismos circulantes na doenca crénica complicam o diagnostico da doenca,
perdendo a relacdo de parasitemia e sinais clinicos (HARVEY & GASKIN,
1977). Segundo Alleman e colaboradores (1999), parasitemias de 80% ou mais
podem persistir por 3 dias ou mais se evitada a demora na colheita da amostra,
porém para Harvey & Gaskin (1977) o nimero dos parasitas freqientemente
declinam de mais 90% para menos de 0,1% em 3 horas ou menos mesmo que
0s animais sejam esplenectomizados. Flutuacbes da parasitemia parecem ser
exclusivas do M. haemofelis (FOLEY et al., 1998; JENSEN et al., 2001;
WESTFALL et al., 2001). Os numeros podem diminuir drasticamente de 90%
de parasitemia, com o0s eritrocitos contendo multiplos organismos, até um
numero minino indetectavel em um periodo de uma hora tanto em animais
esplenectomizados quanto intactos (BERENT et al., 1998). Uma hipdtese para
este evento é que o M. haemofelis seja capaz de se aderir a outro tipo celular
durante seu desaparecimento do sangue.

O mecanismo da retirada dos parasitas em animais esplenectomizados é
especulativo, mas acredita-se que os macro6fagos nos pulmdes, figado e medula
6ssea realizem este papel (HARVEY, 1990). Parece evidente que o bago é o
principal responsavel pela retirada dos parasitas dos eritrocitos infectados visto
que a parasitemia declina mais devagar (até duas vezes mais) em gatos
esplenectomizados que em ndo esplenectomizados (MAEDE, 1978). Gatos
assintomaticos que forem esplenectomizados podem apresentar parasitemia
recorrente, mas na maioria dos casos ndo desenvolvem a doenca (HARVEY &
GASKI, 1978). Mesmo sendo freglientemente observada no esfregaco

sangliineo de gatos anémicos, seu papel e a etiologia da sindrome permanecem
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obscuros, pois este agente ndo se multiplica em cultura e gatos portadores
assintomaticos podem servir como reservatorios da infecgdo (BERENT et al.,
1998; FOLEY et al., 1998). Testes soroldgicos também séo referidos como
insensiveis (FOLEY et al., 1998).

Técnicas moleculares baseadas na PCR se fizeram necessarias para a
deteccdo dos hemoplasmas. A PCR é uma técnica molecular extremamente
sensivel e especifica que amplifica in vitro um fragmento de DNA particular
do organismo e é capaz de detectar tanto animais cursando com a doenca
aguda como crénica, bem como servir como ferramenta para a identificacdo de
animais portadores, evitando sua utilizagdo como doadores de sangue ou
animais a serem usados em pesquisa cientifica.

Relman e colaboradores (1990) demonstraram que 0S organismos que
ndo se multiplicam em cultura podiam ser detectados por amplificacdo por
PCR da porcéo 16S do RNA ribossomico (rRNA) e Regenery e colaboradores
(1992) detectaram esses organismos em amostras clinicas como o sangue
periférico. As seqliéncias de nucleotideos da porcdo 16S rRNA sao
conservadas entre as bactérias perdendo sua especificidade (COLE &
GIRONS, 1994; WILSON et al, 1990). Pela identificacdo de regides
hipervariaveis do gene, iniciadores (primers) espécie-especificos podem ser
desenvolvidos e validados como importante ferramenta de diagndstico com
grande especificidade (GARCIA et al., 1996). Mesmo que a maioria dos
micoplasmas contenham apenas 1 a 2 copias do gene 16S rRNA (RAZIN,
1985) enquanto que as demais bactérias contém 7 a 10 coOpias do gene (KISS et
al., 1977; LOUGHNEY et al., 1982), gene 16S rRNA ¢é a base para todas as
técnicas por PCR para hemoplasmas até 0 momento.

Diversas técnicas tem sido descritas para a deteccdo dos hemoplasmas
em felinos: Os primeiros ensaios foram desenvolvidos em 1998. Na
Universidade de Illinois, Messick e colaboradores (1998) desenvolveram
primers especificos para M. haemofelis (Haemobartonella felis) utilizando 4
gatos experimentalmente infectados e em pico de parasitemia. No mesmo ano
Berent e colaboradores, usando os primers especificos para H. felis concluiram
que era possivel detectar o parasita no sangue dos animais experimentalmente
infectados durante o pico da parasitemia e durante a maioria da fase de

reservatorio, porém ndo na fase imediata ao tratamento com doxiciclina,
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corroborando com Kewish e colaboradores (2004) onde a PCR teve resultado
negativo apds 12 horas do inicio da terapia antimicrobiana e retornou a
positividade apds encerrado o tratamento. O limite de deteccdo do PCR foi de
50 a 704 organismos por mL de sangue (BERENT et al., 1998).

Na Universidade de Califérnia — Davis, Foley e colaboradores (1998)
desenvolveram um ensaio pela PCR para deteccdo do ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, possibilitando a diferenciacdo entre as espécies.
Em 2001, Jensen e colaboradores desenvolveram uma técnica capaz de
detectar as duas espécies em uma Unica reagdo, utilizando primers capazes de
detectar ambos M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ porém cada
espécie resultando em produtos de tamanhos diferentes (170 pb e 193 pb
respectivamente). Criado-Fornelio e colaboradores (2003) desenvolveram um
novo protocolo baseado na PCR (PCR-RFLP) e baseado nos ensaios pre-
existentes porém com algumas vantagens: utilizando enzimas de restricdo que
podem confirmar a identidade do agente. Neste ensaio foi utilizada a enzima
Xbal que contém sitios conservados entre os micoplasmas, mas no PCR-RFLP
gera produtos diferentes para M. haemofelis e "Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ e trata-se de uma enzima barata e que mantém sua atividade
na presenca do tampéo utilizado no PCR, tornando o método rapido e simples.
Fujihara e colaboradores (2007), desenvolveram uma técnica por nested-PCR
para o diagndstico das 3 espécies de hemoplasmas em gatos.

Recentemente, técnicas utilizando a PCR em tempo real, tem sido
desenvolvidas para a deteccdo de M. haemofelis, ‘Candidatus M.
haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’ (TASKER et al., 2003b; WILLI
et al., 2006a; SYKES et al., 2008). Peters e colaboradores (2008),
desenvolveram uma técnica de diagnoéstico também por PCR em tempo real
combinada com um controle interno adicionando primers especificos para o
gene 28S rRNA do felino. A presenca do controle interno evita falsos
negativos decorrentes de erros provenientes da extracdo do DNA, de erros
durante o preparo do ensaio e a presenca de inibidores da reacdo (MORATA et
al., 1998; AL-SOUD et al., 2001).

Mesmo com diversas técnicas disponiveis, poucos trabalhos comparam
a sensibilidade e especificidade das mesmas. As técnicas desenvolvidas para a

deteccdo do M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ desenvolvidas
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antes da descoberta da nova espécie, ‘Candidatus M. turicensis’, permanecem
sendo especificas, exceto a técnica desenvolvida por Jensen e colaboradores
(2001). As técnicas por PCR em tempo real é vantajosa pelo fato de ser
quantitativa enquanto que as técnicas convencionais apenas esclarecem a
presenca do parasita, porém o equipamento para a PCR em tempo real ainda
permanece caro e estd restrito aos laboratérios de pesquisa. Até o presente
trabalho, ndo foi descrita técnica de PCR convencional para ‘Candidatus M.
turicensis’.

A aplicagdo das técnicas moleculares pode esclarecer o impacto desta
doenca na populacdo de felinos e responder as perguntas relacionadas a
prevaléncia, transmissdo e fatores de risco da doenca, bem como servirem
como ferramenta para selecao de animais doadores de sangue e a serem usados

em pesquisa cientifica.

3.3.7 Prevaléncia

A doenca é considerada uma freqliente causa de anemia por alguns
autores e uma doenca incomum por outros. Estudos em prevaléncia estimam
que o parasita na populacéo de felinos pode variar de 0,9 a 28% (CARNEY &
ENGLAND, 1993).

Durante mais de 3 anos, mais de 400 gatos foram testados nos
laboratdrios dos Estados Unidos tanto com o ensaio desenvolvido por Illinois e
pelo da Califérnia para M. haemofelis e ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ respectivamente, onde cerca de 12% dos gatos anémicos
estavam infectados por M. haemofelis comparado com 1,5% dos ndo anémicos.
No entanto, 7,2% dos anémicos e 5,3% dos ndo anémicos estavam infectados
por ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (MESSICK, 2004).

Jensen e colaboradores (2001) desenvolveram uma técnica unica de
PCR que além de detectar, diferencia as duas espécies de hemoplasma felino.
Neste trabalho, 220 gatos foram divididos em dois grupos (baseado na
presenca de anemia, febre ou presenca do parasita no esfregaco sangiineo):
grupo controle (n=138) e “suspeito” (n=82). Do total, 28% dos gatos do grupo
“suspeito” foram positivos para hemoplasmas. O agente M. haemofelis,

sozinho ou em combinag¢do com ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’,
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foi detectado em 17,1% dos gatos deste grupo e em nenhum dos gatos do
grupo controle. ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ foi detectado em
11% dos “suspeitos” e 13,7% dos controles. A prevaléncia total do estudo foi
de 19,5%.

Existem poucos trabalhos com relatos sobre isolados de hemoplasmas
fora dos Estados Unidos e sua distribuicdo mundial permanece pouco
conhecida (TASKER et al, 2003b). Em um estudo no Reino Unido usando a
mesma técnica de PCR, foi observada uma prevaléncia de 18,5% dos gatos
infectados, porém 92% eram positivos para ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ demonstrando uma notavel diferenca da prevaléncia das
espécies entre essas duas regides (TASKER et al.,, 2003a). Na Espanha,
Criado-Fornelio e colaboradores (2003) encontraram 66,6% de gatos positivos
para M. haemofelis e 33,3% para ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
num total de 30 gatos sintomaticos e a analise das sequéncias do gene 16S
rRNA revelou que as espécies eram similares aos isolados dos Estados Unidos
e Reino Unido. Tasker e colaboradores (2004), em um estudo na regido de
Sidney, Australia, usando a técnica do PCR quantitativo em tempo real,
encontraram a presenca de M. haemofelis em 4,1% de 147 gatos, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ em 23,1% e um gato (0,7%) infectado com as
duas espécies onde o isolado de M. haemofelis encontrado na Australia era
similar com a forma de Ohio (CLARCK et al, 2002). Inokuma e colaboradores
(2004), usando a técnica de analise de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP, do inglés restriction fragment length
polymorphism) (TASKER et al., 2003a) encontraram 2 gatos apresentando M.
haemofelis e 16 com ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ num total de
102 gatos na regido de Yamaguchi, Japdo. No mesmo estudo as seqiiéncias
parciais do gene 16S rRNA foram comparadas e tiveram 98,3 — 99,8% e 96,4 —
100% de similaridade com as linhagens de M. haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ dos outros paises. Também no Japdo, Watanabe
e colaboradores (2003) descreveram 18 casos de animais infectados com
hemoplasmas onde 67% eram positivos para M. haemofelis, 22% positivos
para Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e 11% para ambas as espécies.

Essas diferencas, principalmente entre os estudos nos Estados Unidos e

Reino Unido, mostram que existe uma notavel diferenca geografica na
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prevaléncia destas espécies. N&o existem estudos moleculares e de prevaléncia
para estas espécies no Brasil mesmo que a infec¢do por Haemobartonella spp.
tenha sido mencionada no Rio de Janeiro, porém com o diagndstico apenas por
microscopia optica (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2004). Em 2005, um
caso de co-infeccdo com ambas as formas M. haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ foi relatado em um felino em Curitiba/Parana
com o uso do PCR (GUIMARAES et al., 2005), o que demonstra que ambos
agentes estdo presentes no pais. Neste mesmo relato, o animal apresentou
anemia regenerativa. Os autores sugerem que o animal parecia ser portador do
M. haemofelis e que provavelmente o responséavel pela forma aguda da doenca
foi o “Candidatus Mycoplasma haemominutum’.

Desde a presenca da espécie ‘Candidatus M. turicensis’ recentes
trabalhos de prevaléncia foram publicados, no entanto € dificil fazer uma
comparacgédo entre os trabalhos devido a diferenca na metodologia e tipos de
populagdo estudada. A tabela 1 demonstra os trabalhos de prevaléncia
incluindo a espécie ‘Candidatus M. turicensis’, bem como o tipo de populacao

estudada.

Tabela 1. Prevaléncia da infeccdo pelas 3 espécies de hemoplasmas e o tipo de

populacédo estudada em diferentes paises.
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Tipo de populacdo  Numerode PCR +para Prevaléncia

Pals estudada gatos (n)  hemoplasma (%)

Suica® gatos doentes e 615 61 9.92
saudaveis

Reino Unido? 98t0s doentes e 426 82 19.25
saudaveis

Australi” ~ 98tos doentes e 147 47 31.97
saudaveis

Africa do gatos suspeitos de

syl® AIF 69 36 52.17

Alemanha® ggtos anemicos € 135 21 15.56
nao anémicos

Japdo ¢ amostra submetida 60 35 5833
a laboratorio '

Estados gatos suspeitos de

Unidos® AIF 510 89 27.42

Rel'nof amostra s,upmetldo 1585 999 14.01

Unido a laboratorio

® WILLI et al., 2006a; ® WILLI et al., 2006b; “JUST & PFISTER, 2007;
YFUJIHARA et al., 2007; °SYKES et al., 2008; ‘/PETERS et al., 2007.

3.3.8 Tratamento

O desenvolvimento da técnicas baseadas na PCR tem trazido
informacdes adicionais sobre a significancia do teste de PCR positivo e tem
sido uma ferramenta Gtil para 0 monitoramento do tratamento da doenca com
antibioticos (TASKER et al., 2003c).

O tratamento para AIF com doxiciclina (5-10 mg/kg) ou enrofloxacina
(5-10 mg/kg) oral por 3-4 semanas € recomendado para gatos com anemia
clinica pode ser combinado com transfusdo sanguinea e predinisolona em
casos severos. Mesmo com uma resposta positiva ao tratamento, os gatos
podem se tornar portadores assintomaticos (SHAW 2003). Vérios autores
recomendam o uso da Doxiciclina no tratamento da doenca aguda por M.
haemofelis devido a rapida diminuicdo dos parasitas circulantes e eliminacéo
dos sinais clinicos e aumento do hematdcrito (BERENT et al., 1998; DOWER
et al, 2002). Porém a doxiciclina falhou no tratamento da infecgdo por
‘Candidatus M. haemominutum’ em gatos experimentalmente infectados

(SYKES et al. 2007). Pouco se sabe sobre o tratamento da infeccdo por
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‘Candidatus M. turicensis’, porém Willi e colaboradores (2006a) utilizaram
doxicilina em gatos infectados onde os parasitas foram eliminados depois de 2
semanas e permaneceram PCR negativos até um ano ap0s o tratamento.
Nenhum regime com antibioticos mostraram eliminar totalmente a infeccéo,
porém Tasker e colaboradores (2006) recomendam o uso de doxiciclina na
dose de 10mg/kg via oral, diariamente por 6 semanas ou mais na tentativa de
eliminar completamente a infeccao.

O wuso da doxiciclina e enrofloxaxina deve ser administrado
considerando a possibilidade de efeitos adversos como esofagite no tratamento
com doxiciclina oral (GERMAN et al., 2005) e degeneracéo retinal e cegueira
aguda no caso do uso da enfloxacina acima da dose de 5mg/kg por dia
(HAMPSHIRE et al., 2004).

Dois recentes estudos avaliaram o efeito da marbofloxacina (2mg/kg)
durante o periodo de 4 semanas em gatos experimentalmente infectados com
M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ (TASKER et al., 2006) onde
resultados negativos para M. haemofelis foram observados apos o tratamento,
porém reduzido efeito foi observado para ‘Candidatus M. haemominutum’, O
tratamento com este antibidtico ainda ndo foi testado para infeccdo por
‘Candidatus M. turicensis’.

O uso de cortiscosterdides ndo é recomendado no tratamento da infec¢éo
por hemoplasmas, visto que 0 uso de corticosteroides aumentaram a
parasitemia como observado por Willi e colaboaradores (2005) em gatos

experimentalmente infectados com *Candidatus M. turicensis’.

3.3.9 Anemia Infecciosa Felina no Brasil

Varios casos de infecgdo por Mycoplasma spp. tem sido descritos pela
presenca do parasita no esfregaco sanguineo, porém devido a maior utilizacdo
das técnicas moleculares a sensibilidade da deteccdo dos hemoplasmas no
Brasil. (GUIMARAES et al., 2008). As espécies descritas no Brasil sdo: M.
haemofelis *Candidatus M. haemominutum’ (DE MORAIS et al., 2007;
GUIMARAES, 2008).

Pela utilizacdo da PCR, 14 de 37 (38%) gatos anémicos (Ht < 24)
provenientes de um hospital veterinario em Curitiba 4 (11%) foram positivos

para M. haemofelis, enquanto que 4 (11%) foram positivos para ‘Candidatus
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M. haemominutum’, e 3 (8%) co-infectados pelos dois organismos
(BAUMANN et al.,, 2006). No mesmo estudo, ao comparar o esfregaco
sanguineo como metodo de diagnostico, Mycoplasma spp. foi encontrado em
apenas 1/3 das amostras positivas pela PCR.

Em Sdo Paulo, hemoplasmas foram detectados em 23 (8.5%) de 270
gatos anémicos (Ht < 30%). Dos 23 gatos positivos, 11 foi para M. haemofelis,
4 para ‘Candidatus M. haemominutum e 8 co-infec¢cdes (HORA, 2008; HORA
et al.,, 2008b). Outro estudo em gatos sadios (n=80) e doentes (n=74) em
Botucatu/SP, 8 (10%) dos gatos sadios e 15 (20%) dos gatos doentes foram
positivos para M. haemofelis e/ou ‘Candidatus M. haemominutum’
(BATISTA, 2004). No Rio de Janeiro, 149 gatos foram testados pela PCR e
southern blot (MACIEIRA et al., 2008b): 15 (10%) eram positivos para
‘Candidatus M. haemominutum’, 6 (4%) para M. haemofelis, e 3 (2%) co-
infectados (MACIEIRA et al., 2006; MACIEIRA et al., 2008a; MACIEIRA et
al., 2008b). Estes resultados tiveram uma maior freqiiéncia comparado com
outro trabalho também no Rio de Janeiro utilizando o esfregaco sanguineo
como meio de diagnéstico onde 5 (3.6%) del38 gatos foram positivos para
hemoplasmas (VELHO et al., 2008).

Apesar de ser dificil estabelecer uma relacdo direta entre as freqiiéncias
dos trabalhos brasileiros, devido ao tipo de populacdo estudada e diferentes
formas de diagnostico, parece existir uma diferenca geografica relacionada
com a infec¢do pelos hemoplasmas. A infeccdo por hemoplasmas em gatos
anémicos e ndo anémicos variou de 8.5% em Sdo Paulo a 38% em Curitiba.
No Rio de Janeiro a prevaléncia em gatos incluindo anémicos e ndo anémicos
foi 16% e 15% em Botucatu.

Trabalhos brasileiros incluindo fatores de risco concluiram que 0s gatos
infectados somente com FIV ou co-infectados com FIV e FeLV tem maior
risco de serem infectados com ‘Candidatus M. haemominutum’ que gatos
negativos para retrovirus. (HAGIWARA et al., 1997; HORA et al., 2007;
HORA, 2008; HORA et al., 2008a; HORA et al., 2008b; MACIEIRA et al.,
2008a).

O fato que a espécie ‘Candidatus M. turicensis ndo foi incluida nos
trabalhos brasileiros, a interpretacao de resultados pode ser equivocada e mais

estudos o Brasil s8o necessarios para avaliar o impacto da infeccdo por
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hemoplasmas. Porém com estes estudos, pode-se concluir que a infeccdo por

hemoplasmas é comum em gatos domésticos o sudeste e sul do Brasil.

3.4 Hemoplasmose em céaes

Existem duas formas de hemoplasmas descritas em cédes: Mycoplasma
haemocanis (antigamente conhecido como Haemobartonella canis) e uma
nova forma designada ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ (SYKES et
al., 2004).

M. haemocanis foi identificado pela primeira vez em 1928 (KIKUTH,
1928), desde entdo varios casos foram descritos (CARR & ESSEX, 1944,
BENJAMIN & LUMB, 1959; PRYOR & BRADBURY, 1975; BELLAMY et
al., 1978; MIDDLETON et al., 1982; BRISON & MESSICK, 2001). A
infeccdo com M. haemocanis pode causar anemia hemolitica, porém a doenca
aguda em cdes é menos frequente e associada a esplenectomia e
imunosupressdo (MESSICK, 2004). Raramente a doenca € descrita em cées
imunocompetentes (MCNAUGHT et al, 1935, NORTH, 1978;
AUSTERMAN, 1979). Cé&es imunocompetentes podem ser carreadores
cronicos ou assintomaticos até que uma condigdo como a retirada do baco ou
quimioterapia aconteca, nesses casos 0 episodio agudo pode ocorrer
(MESSICK, 2004). Os sinais clinicos da doenca aguda incluem anorexia,
letargia, perda de peso e febre e em casos severos a anemia hemolitica pode ser
fatal (NORTH, 1978; WEST, 1979). Os sinais da doenca podem se tornar
evidentes em 1-2 semanas ap6s a infeccdo (WRIGHT, 1971; PRYOR &
BRADBURY, 1975) ou com um periodo de 4-9 semanas (BRISON &
MESSICK, 2001; BRODEY & SHALM, 1963; KEMMING et al., 2004a).

Achados hematoldgicos incluem anemia severa acompanhada de
leucopenia (BENJAMIN & LUMB, 1959; DONOVAN & LOEB, 1960;
KEMMING et al., 2004a) ou leucocitose acompanhada de um temporario
desvio a esquerda (GRETILLAT, 1981; DONOVAN & LOEB, 1960;
KEMMING et al., 2003). Trombocitopenia também é um achado comum na
doenga (BRODEY & SHALM, 1963; HOSKINS, 1991).

A nova espécie de hemoplasmas em cdes, ‘Candidatus Mycoplasma

haematoparvum’, é mais proximamente relacionada com a forma menor
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‘Candidatus M. haemominutum’ dos felinos. As analises dos genes 16S rRNA
e RNase P demonstraram 94% e 75% de homologia respectivamente entre as
espécie e apenas 78% e 65% de homologia com M. haemocanis (SYKES et al.,
2005).

A infeccdo experimental com ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’,
demonstrou que o0 organismo € capaz de causar doenca em caes
imunossuprimidos e esplenectomizados (SYKES et al., 2005), porém mais
estudos sdo necessarios para averiguar o impacto da doenca na populagédo
canina.

A transmissdo da doenca em cdes é semelhante a dos felinos e o
carrapato Rhipcephalus sanguineus é considerado um vetor de particular
importancia (SENEVIRATN et al., 1973). A doenca ja foi descrita em
diferentes regibes dos Estados Unidos e Europa (SYKES et al., 2003b;
TASKER et al., 2003a; KENNY et al., 2004), porém o impacto da doenga em
paises como o Brasil, onde o vetor € comumente encontrado, ndo foram
investigados. Existem evidéncias que o M. haemocanis pode ser transmitido da
mée para o filhote via transplacental (KRAKOWKA, 1977).

Devido a similaridade das seqiéncias do gene 16S rRNA entre as
espécies M. haemofelis e M. haemocanis, e ‘Candidatus M. haemominutum’ e
‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’, a deteccdo dos hemoplasmas em
cdes podem ser acessadas pelas mesmas técnicas pela PCR descritas por
(Messick e colaboradores (1998) e Foley e colaboradores (1998).

De particular interesse para a comunidade cientifica, Kemming e
colaboradores (2004a) reportaram o primeiro surto da infeccdo por M.
haemocanis em cdes da raca beagle provenientes de um reconhecido canil
comercial na Alemanha fornecedor de cédes para a pesquisa. No mesmo ano
mesmo grupo investigou a prevaléncia do M. haemocanis em outros 3 canis
comerciais, localizados no leste europeu, oeste europeu e um nos Estados
Unidos. Os dados de prevaléncia foram comparados com um grupo controle
composto por cdes domesticos apresentados ao Hospital Veterinario da
Universidade de Illinois. Os resultados do trabalho demonstraram que os 3
canis possuiam cées positivos para M. haemocanis (prevaléncias de 30, 35 e
87%) enguanto nenhum céo do grupo controle foi positivo (KENNING et al.,

2004b). Esses resultados demonstram que possivelmente trata-se de uma
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doenca comum em animais de canis comerciais fornecedores de caes
supostamente livres de patdgenos a serem usados para diversos tipos de
pesquisa. Muitas pesquisas utilizando esses animais podem possuir resultados
equivocados por ndo considerar que a infeccdo por M. haemocanis. Além
disso, pouco se sabe sobre a resposta imune aos hemoplasmas e o impacto que
a infeccdo pode ter causado em diferentes estudos, principalmente aqueles
envolvendo imunosupressao e esplenectomia, ao longo dos anos. Os resultados
destes trabalhos devem ser questionados.

Para tanto, a adi¢do da PCR para a detecgdo de hemoplasmas em animais
a serem usados em pesquisa € um controle de rotina para laboratérios
comerciais fornecedores de animais assim como para a escolha de cées

doadores de sangue é recomendada.

3.5 Hemoplasmose em humanos

Relato de hemoplasmose em humanos sdo raros. Existem algumas
evidéncias da infeccdo em humanos, mas acredita-se que 0s humanos possam
ser carreadores assintomaticos dos organismos (RISTIC & KREIER, 1979). Os
mesmos problemas relacionados aos métodos convencionais de diagndstico
para hemoplasmas referidos para 0s animais agravam-se para a deteccdo em
humanos devido a sistematica automatizacdo dos laboratorios, principalmente
0 uso de analisadores automaticos de sangue para 0 hemograma onde a
contagem diferencial de leucdcitos é automatica e os esfregacos sanguineos
ndo sdo observados. Além disso técnicos em hospitais humanos ndo sao
habituados a identificar este tipo de organismos epieritrociticos como 0s
hemoplasmas.

InfecgBes com outros tipo de micoplasma (ndo hemotroéficos) séo
comuns em pacientes imunocomprometidos. Blanchard e Montagnier (1994)
sugerem que os micoplasmas atuam como um acelerador na progressdo da
doenca em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
possivelmente pela ativagdo do sistema imune, producdo de super antigenos
e/ou pelo aumento do stress oxidativo das células. A producdo de super-
antigenos pelos micoplasmas também tem sido associada a pacientes com
artrite reumatoide e lupus eritematoso sistémico (TAYLOR-ROBINSON,
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1996; LO, 1992). Alguns estudos também descrevem micoplasmas como
causadores de infeccOes oportunistas em pacientes recebendo drogas
imunossupressoras para o tratamento de doencas neoplasicas e pds-transplante
de 6rgdos ou tecidos (KOTB, 1995; COLE & ATKIN, 1991).

Alguns estudos ja foram descritos sugerindo a infec¢do por hemoplasmas
em humanos, porém nenhum trabalho utilizando técnicas moleculares foram
realizados até o momento. No entanto, Kallick e colaboradores (1972)
evidenciaram a presenca de microorganismos semelhantes a Haemobartonella
em pacientes com lupus eritematoso sisttmico. O mesmo foi evidenciado por
Clark (1975) demonstrou a presenca de um pequeno numero de inclusdes
basofilicas semelhantes a Haemobartonella nos eritrécitos de um paciente
apresentando anemia crénica por 7 anos. A parasitemia ficou evidente nesse
paciente quando o mesmo foi diagnosticado com melanoma maligno. Em
1992, Duarte e colaboradores relataram achados semelhantes em 6 pacientes
anémicos com SIDA no Brasil.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos na China e Africa na tentativa de
avaliar a prevaléncia destes organismos em humanos. Gretillat & Konarzewski
(1978) demonstraram uma alta incidéncia (80 pacientes positivos de um total
de 94) dos organismos associados aos eritrocitos em pacientes debilitados na
Nigéria pela observagdo dos organismos no esfregaco sanguineo. Na China, 3
estudos investigando a presenca de micoplasma hemotréfico em humanos
foram realizados, demonstrando diferentes prevaléncias dependendo da
estacdo do ano e localidade (mais frequente em éreas rurais e durante as
estacdes quentes do ano) (SHANG, 1994, SHANG, 1995, YANG et al., 2000).
Em um dos trabalhos as mées foram avaliadas e os organismos foram também
identificados no corddo umbilical e no sangue periférico dos recém nascidos,
sugerindo a transmissao vertical dos organismos (SHANG, 1995).

Existem duas fortes evidéncias da presenca de uma nova espécie de
hemoplasma em humanos ou da capacidade dos hemoplasmas de animais
infectarem humanos: uma seqiiéncia de 417 pb obtida através da PCR em um
paciente com lupus eritematoso sisttmico apresentou 99% de homologia com
M. haemofelis e M. haemocanis (KALLICK, 2004). Uma segunda sequéncia
contendo 178 pb depositada na base de dados do GenBank (numero de acesso:

EU014880) também foi isolada do sangue de humanos. A segunda sequéncia
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no entanto é mais proximamente relacionada com M. suis € M. wenyonii (ndo
publicado).

Vérias sdo as evidéncias da presenca de hemoplasmas em humanos, no
entanto pode-se apenas especular se 0s organismos tratam-se das mesmas
espécies em animais ou de novas espécies. Alguns trabalhos demonstram
hemoplasmas considerados hospedeiros especificos infectando outras espécies
(PITCHER & NICHOLAS, 2004) contribuindo com a hipdtese de se tratar de
uma zoonose. O aumento do numero de pacientes humanos
imunocomprometidos em contato com 0s animais e até mesmo causas como
aquecimento global resultando no aumento da exposicdo dos vetores pode
aumentar o risco da micoplasmose hemotrofica se tornar uma doenca
emergente. Porém estudos utilizando técnicas moleculares sdo necessarios para

a identificacdo definitiva destes agentes em humanos.
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4 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigos
cientificos. Cada subtitulo deste capitulo corresponde a um dos artigos, com
sua formatagdo de acordo com as orientacBes das revistas cientificas as quais
foram submetidos. Os comprovantes de submisséo ou aceite encontram-se em

anexo.

41ARTIGO 1

4.1.1 Design, Optimization and Application of a Conventional PCR Assay
with an Internal Control for Detection of ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’ 16S rDNA in Domestic Cats from Brazil

Submetido para publica¢éo na Veterinary Clinical Pathology (comprovante em
ANEXO 1).

4.2 ARTIGO 2

4.2.1 Prevalence, Risk Factors and Hematological Findings of
Haemoplasma Infection in Domestic Cats from Southern Brazil.

A ser submetido para publicacdo para Journal of Feline Medicine and Surgery.

4.3 ARTIGO 3

4.3.1 Haemoplasma Infection in an HIV-positive Patient in Brazil

Aceito para publicacdo na Emerging Infectious Diseases (aceite em ANEXO
2)

4.4 RESUMO 1

4.4.1 Detection of ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’-like Organism in

Dogs From Brazil
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4.1.2 ABSTRACT

BACKGROUND: ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMtc) is a
hemotrophic bacterial species that can, either alone or in combination, induce
anemia in cats. The diagnostic test of choice for hemoplasma infections is the
polymerase chain reaction (PCR). Conventional PCR assays have been
developed for the detection of M. haemofelis and *‘Candidatus M.
haemominutum’ (CMhm) but not for CMtc. Although real-time PCR assays
have been reported for all of the feline hemoplasmas, the overall expense of
purchasing real-time PCR instrumentation precludes its use in Brazil and many
other countries. OBJECTIVES: The goals of this study were: 1) to develop and
optimize a conventional PCR-assay to detect CMtc; 2) to include an internal
control in the assay to detect false negative results; and 3) to evaluate the
occurrence of CMtc infection in domestic cats from Brazil. MATERIAL AND
METHODS: Species-specific primers were designed and the PCR-assay was
optimized in the presence or absence of an internal control. Sensitivity was
determined by serial 10-fold dilutions of plasmid and DNA extracted from
experimentally infected cat blood sample. EDTA-blood samples from 373 cats
were collected. DNA was extracted using silica—based protocol and tested
using the PCR-assay developed. RESULTS: Two samples negative for the
internal control were excluded. Of the remaining 371 samples (117 healthy and
254 unhealthy cats) 17 (4.6%) were positive for CMtc. CONCLUSIONS:
These results demonstrate the utility of this assay to detect CMtc in cat blood
samples. This is the first report of CMtc infection in domestic cats in Brazil.

Key words: Haemobartonellosis, Mycoplasma, hemoplasma, PCR, 28S rRNA

gene.
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4.1.3 INTRODUCTION

Mycoplasma haemofelis (formerly known as Haemobartonella felis — Ohio
organism or large form) and ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
(formerly known as Haemobartonella felis — California organism or small
form) are hemotrophic bacterial species that parasitize feline red blood cells
and can induce anemia®? Acute infection with M. haemofelis is associated
with severe hemolytic anemia. Cats that are naturally infected with
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ occasionally develop anemia,
particularly when there is a concurrent disease®. However, healthy cats
experimentally infected with CMhm developed only minimal clinical signs®. A
new species of hemotropic mycoplasma, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’
(CMtc), was recently described as a potential cause of disease in cats. A
naturally infected cat exhibited severe hemolytic anemia and the IV
inoculation of the organism in an immunocompromised specific-pathogen free
(SPF) cat also resulted in anemia’. The phylogenetic analysis of the 16S rRNA
gene of CMtc showed that it is close related to Mycoplasma coccoides and
Mycoplasma haemomuris, both rodent hemotropic mycoplasmal species’.
Since its first description, CMtc infection has been reported in domestic cats in
the United States’, Switzerland®®, Japan'®, Germany™, United Kingdom,
Australia and South Africa® and in wild felid species from Spain, France,

Switzerland, Tasmania and Brazil‘?

. A paucity of information exists about the
epidemiology of CMtc.
None of the hemoplasmas have been cultivated outside their natural hosts®.

Historically, the diagnosis of infection has relayed on microscopic

identification of bacteria attached to the red blood cells. This method is neither
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sensitive nor specific. It is well recognized that artifact such as stain
precipitated on red blood cells may be mistaken for parasites and that parasites
rapidly detach from the host cell in EDTA collected blood* **. The low
parasite load in CMtc infection is not easily detected by light microscopy
further reducing the sensitivity of this method for its diagnosis®’. Thus,
polymerase chain reaction (PCR)- based assays are the diagnostic method of
choice for hemoplasma infections. The 16S rRNA gene is the basis for all
hemoplasma PCR assays to date with different primers pairs and protocols
reported for the three species infecting cats. Conventional PCR assays have
been developed for the detection of Mhf ** 1> and CMhm*, but not for CMitc.
Real-time PCR assays also have been developed to detect and quantify each of
feline hemoplasma species” 1" 8. Using the feline 28S rRNA gene as an
internal control, a duplex real-time assay was recently reported for each of the
hemoplasmas®®. The inclusion of an internal control provides the confirmation
of the presence of amplifiable DNA and/or absence of inhibitors in the
sample®® 2!, The overall expense of purchasing real-time PCR instrumentation
precludes its use in Brazil and many other countries. Therefore, the aim of this
research was to develop and apply a conventional PCR assay for the diagnosis
of ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ infection that can be used alone or as a
duplex-PCR with the feline-specific 28S rRNA gene as an endogenous control.
A step-wise approach for PCR primer design and reaction optimization will be
presented. In addition, 373 feline blood samples (117 healthy, 254 unhealthy
cats and 2 excluded samples) from southern Brazil were tested using this
protocol. To our knowledge, this is the first report of CMtc infection in

domestic cats in Brazil.
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4.1.4 MATERIAL AND METHODS

Primer design and selection. The nucleotide sequences for the 16S rRNA
gene of CMtc (DQ157153), Mhf (U95297), CMhm (AM745338), Mycoplasma
coccoides (AY171918), Mycoplasma haemomuris (U82963), Bartonella
henselae (Z11684), Bartonella clarridgeiae (AB292603), Bartonella
koehlerae (AF076237) and Bartonella quintana (AY84592) were downloaded
from the GenBank database? and aligned using DNASTAR Lansergene™ 7.1
(DNASTAR, Inc., Madison, WI1) and CRUSTAL W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) %. Potential target sites for
forward primers were manually identified; those having a length of 18-24 bp,
GC content of 35%-60%, and melting temperatures between 55 - 58°C were
further investigated®*. Two forward primers were selected that had a minimal
degree of polypurine or polypyrimidine stretches or stretches composed of the
same base; these primers were designated Mt1Fw and Mt2Fw, Suitable reverse
primers and PCR products were selected using the Primer3 program
(http://primer3.sourceforge.net/)”®. Based on the desired product size (400-
500bp), melting temperatures, minimal pair complementary and minimal pair
3’ complementary (to avoid primer-dimer or hairpin formation), two reverse
primers were selected: the primers were designated Mt1Rv and Mt2Rv. To
verify the proprieties of each primer, PCR suitability tests were done using the
SMS - Sequence Manipulation Suite

26

(http://bioinformatics.org/sms2/index.html) <°. The primers, Tm, predicted

product lengths and genome positions are shown in table 1.
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The specificities of the prospective primers were tested by the program
Blastn?’ against all existing DNA sequence information stored in GenBank.
The selected oligonucleotide primers were synthesized commercially by
IDT®(Integrated DNA Technologies Coralville, 1A).

Controls. Previously described plasmid containing almost the entire CMtc 16S
rRNA gene (plasmid control) and the DNA extracted from 200 uL of EDTA
blood of a specific pathogen-free (SFC) cat experimentally infected with CMtc
(genomic DNA control) were used as DNA templates. Both controls were
previously tested by a quantitative real-time PCR® and shown to have 10° and
1,103.18 (plasmid and genomic DNA controls respectively) copies of the
organism per 5uL of reaction. The concentration and purity of the CMtc
controls were also evaluated by UV spectrophotometry using the Nanodrop
ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE); concentration of nucleic
acids were calculated from the reading at 260nm, whereas the ratio between
the reading at 260 nm and 280 nm (OD6,/OD2gp) and a continuous scan of UV
absorbance from 220 to 320 nm provided an estimate of sample purity.
Negative controls included DNA extracted from a non-infected cat and
autoclaved ultra-filtered water.

Conventional PCR for ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. Each PCR
mixture consisted of 1X Green GoTaq®Flexi Buffer, (pH 8.5), 1.5 mM MgCls,
deoxynucleoside triphosphates (ANTPs) at a concentration of 200 uM, group-
specific primers at a concentration of 0.4 pM, 1.25 U of GoTaq® Flexi DNA
Polymerase (Promega, Madison, WI), template DNA (5 ul), and autoclaved
ultra-filtered water to a total volume of 25 uL per reaction. The PCR, carried

out in an Eppendorf ® Mastercycler® gradient thermocycler (Eppendorf
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Scientific, Inc., Westbury, NY), consisted of one cycle of 95°C for 2 min; 35
cycles of 94°C for 1 min, 55°C for 45 s, and 72°C for 45 s; and finally one
cycle of 72°C for 5 min. The amplification products were subjected to gel
electrophoresis in 1.5% agarose for one hour at 80 V, followed by ethidium
bromide (1 pg/mL) staining and visualized under UV light. The gels were
subsequently photographed using Epi Chemi Il Darkroom® (UVP, inc.,
Upland, CA). A 100 bp DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA) was used to
compare product sizes.

Determination of the limit of detection. The lower limit of detection was
defined as the smallest number of organisms in a sample that could be detected
by our PCR?. This was determined by 10-fold serial dilutions of the plasmid
and genomic DNA controls.

Optimization. In addition to the selection of primers, three experiments were
performed in order to optimize the PCR protocol: (i) Amount of primers - a
concentration range of 0.08 pM to 0.6 pM for each primer was tested®. (ii)
Annealing temperature (Ta) - an annealing temperature gradient experiment
was performed using the Eppendorf ® Mastercycler ® gradient thermocycler
which was set at 45.3°C to 65.6°C (approximately 2°C built up across the
thermoblock) based on the calculated primer annealing temperature of 55°C
(estimated using the oligp — PCR T, ' Calculator program -
http://webu.co.uk/oligo/index.php); and (iii) Concentration of MgCl, -
concentrations from 0.5 - 4.0 mM of MgCl, were tested to evaluate the yield of
PCR products and fidelity of the PCR assay?” *°. For all three experiments the
most diluted, positive samples of the plasmid and genomic DNA templates

were used as well as non-diluted samples.
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Validation of primer specificity. Primer specificity was defined as the ability
of a primer to amplify specifically ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’. The
specificities of the primers were tested against Mhf, CMhm and Bartonella
henselae (type I, Il and Huston | strains). The B. henselae positive controls
were kindly provided by Dr Lynn Guptill at Purdue University. In order to
confirm the identity of the PCR products, the purified PCR amplicons
(PureLink™PCR Purification Kit - Invitrogen, Carlsbad, CA) were cloned into
the pGEM®-T EasyVector (Promega, Madison, WI). To minimize the
possibility of sequencing errors attributable to misincorporations by the
GoTaq® Flexi DNA Polymerase, each strand of the insert was submitted for
sequencing from three different clones. Plasmid DNA was purified with a
QlAprep Spin Miniprep kit (QIAGEN, Valencia, CA). The sequence
authenticity of the cloned amplicons was verified by dideoxy DNA sequencing
(Purdue Genomics Core Facility at Purdue University, West Lafayette, IN,
USA) followed by alignment with their corresponding sequences in GenBank.

Internal control using 28S rRNA gene. Except for the primers, a singleplex
PCR using the same conditions, as that for the CMtc PCR assay were first
applied to amplify the feline 28S rRNA gene. The primers used (feline 28S
rDNA Fw 5’-AGC AGG AGG TGT TGG AAG AG-3’ and feline 28S rDNA
Rv 5’- AGG GAG AGC CTA AAT CAA AGG - 3%) were previously
described by Helps and collaborators®. Although the feline 28S rDNA has

been used in real-time PCR assays™

, we evaluated 371 feline samples from
Brazil for 28S rDNA (DNA extracted from blood) and compared the results
with  the housekeeping gene target glyceraldehydes-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH) * to validate its use in conventional the PCR assay.
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The GAPDH protocol consisted of 1X Green GoTaq®Flexi Buffer, (pH 8.5),
1.5 mM MgCl,, deoxynucleoside triphosphates at a concentration of 200 uM,
group-specific primers at a concentration of 0.2 pM, 1.25 U of GoTaq® Flexi
DNA Polymerase, template DNA (5 ul), and autoclaved ultra-filtered water to
a total volume of 25 pL per reaction. The thermocycler conditions consisted of
one cycle of 94°C for 5 min; 30 cycles of 94°C for 45 s, 55°C for 45 s, and
72°C for 45 s; and finally one cycle of 72°C for 5 min.

Duplex-PCR for CMtc and feline 28S rRNA gene. Using the same
conditions as the singleplex CMtc protocol, a duplex-PCR was evaluated by
adding the feline 28S rDNA primers to the protocol. In order to avoid the
competition for reagents and loss of target sensitivity, a primer balance
experiment was performed starting with equimolar amounts of the CMtc and
28S rDNA primers (0.4 uM each) and adjusting the concentration of the
internal primer in the duplex assay®*. Also a 10-fold serial dilution using
control materials was performed to check the sensitivity of the assay.

PCR assay in naturally infected cats. The PCR-assay developed in this study
was evaluated by testing 373 cats for CMtc. Blood samples were obtained
from pet owned cats in the local community, cats presenting to the Veterinary
Hospital at Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil, and feral cats housed in a local shelter. Based on
physical examination by a veterinarian and/or evaluation of hematology and
chemistry profiles, these cats were divided into 2 groups. Group 1 consisted of
118 blood samples from healthy cats (68 pet owned, 40 hospital population;
and 10 feral cats). The physical examination was unremarkable in these cats

and there were no significant abnormal findings on the hematology and
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chemistry panels. Group 2 consisted of 255 blood samples from cats that were
unhealthy (22 pet owned, 223 hospital population; and 10 feral cats) as
determined by significant abnormal physical and/or laboratory findings. DNA
was extracted from whole EDTA-blood using a silica-based protocol** and
stored at -20°C until PCR testing was performed. The amplification products of
the positive samples for CMtc were purified from the agarose gel using the
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA),
cloned into the pGEM®-T EasyVector and sequenced. To assess the possibility
of co-infection in these cats, previously described PCR assays for the detection
of Mycoplasma haemofelis and ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
were also performed® **.

Statistical evaluation. A descriptive analysis of the variable (positive/negative
for CMtc infection) collected from each group was performed. The chi-squared
test or Fisher's exact test was used for univariate analysis. Associations were
considered statistically significant when P value was < 0.05. Data were

compiled using Epi-Info 6.04 version and analyzed in SPSS 11.5 version

program.

415 RESULTS

Primer choice and specificities. PCR products having the predicted sizes
were obtained for CMtc 16S rRNA gene from plasmid and genomic DNA
controls for all the combinations of primers (Mt1Fw-Mt1Rv, Mt1Fw-Mt2Rv,
Mt2Fw-MtlRv and Mt2Fw-Mt2Rv) (Figure 1). However, the two sets
containing the Mt2Fw primer gave rise to primer-dimmer and/or hairpin

formation as seen faintly on the gel and as predicted by the SMS software. A
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strong band of amplified product was observed for plasmid control using the
primer set, Mt2Fw-Mt2Rv, however the product yield was low or absent for
the genomic DNA control. Thus, the Mt2Fw primer was excluded from further
evaluation. Comparing the remaining sets of primers (MtlFw-Mt1Rv and
Mt1Fw-Mt2Rv), non-specific bands were observed with the set Mt1Fw-Mt1Rv
when tested against the genomic DNA extracted from some Brazilian cats, a
finding not observed in the genomic DNA control (data not shown). The
observed absence of non-specific amplification and lack of dimmers
contributed to the selection of primer set Mtl1Fw-Mt2Rv, for development of
our conventional PCR assay. Further, when used together, Mt1Fw and Mt2Rv,
based on database searches, would specifically amplify the 16S rDNA of CMtc
and when tested with Mhf, CMhm, and Bartonella spp. positive controls, no
amplified products were seen (data not shown). Thus, the primer set, Mt1Fw-
Mt2Rv, was shown to be specific for amplification of the 16S rDNA of CMtc
from genomic DNA and plasmid controls.

Limit of detection. The amplification of CMtc plasmid and genomic DNA
controls were efficient out to 10° (0.02 copies/ L) and 10* (22 copies/mL)
dilutions of the starting template, respectively. The initial concentration of the
CMtc plasmid control DNA evaluated by UV spectrophotometry was 19.51
ng/uL, having an OD,s/OD,g ratio of 1.76 and scan (UV absorbance from
220 to 320 nm) consistent with pure DNA.

When evaluating the genomic DNA control, the concentration was 17.04
ng/uL, however the low ODy/OD2gp ratio of 1.25 and UV scan indicated

protein, solvent, or buffer contamination of the sample (data not shown).
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Optimization. The amount of primers was tested using the range of 0.08 uM
to 0.6 uM for each primer. Primer concentrations from 0.25 uM to 0.6 uM
were shown to amplify both plasmid and genomic DNA control templates.
However, when small amount of primers were used (< 0.2 uM) weak bands
were observed. No evidence of primer accumulation were observed in the
experiment even in the highest concentration of 0.6 uM. Based on this results a
0.4 uM concentration of primers was used in subsequent experiments (data not
shown).

The annealing gradient experiment was performed at temperatures between
45.3°C and 65.6°C. At annealing temperatures between 45.3°C and 61.0°C,
PCR product was amplified from the genomic DNA control diluted to 10
(Figure 2) and plasmid control diluted to 10° (data not shown). The relative
intensities of specific PCR products amplified from the diluted genomic DNA
control began to decline when the annealing temperature was >58.5°C (lanes 8
and 9). At temperatures higher than 63.1°C no PCR products were found in the
1.5% ethidium bromide agarose gel.

PCR products in a single band (specific amplification) were found for Ta at
53.0°C - 61.0°C. At or below annealing temperatures of 63.1°C amplification
of products were found, however a pattern of non-specific product
amplification appeared at or below annealing temperatures of 50.4°C. While a
conclusive reason for this non-specific amplification product was not been
determined, these results were reproducible. Thus, using MtlFw and Mt2Rv,
the optimum Ta for the PCR was 53°C to 55.8°C.

The magnesium chloride experiment was designed keeping all the reagents in

the PCR protocol constant (primer concentration of 0.4 mM and Ta of 55°C as
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established above) and the dNTPs at standard concentrations of 200 puM
each?®. In the presence of 200 uM each dNTP, a magnesium chloride titration
series in 0.5 mM increments over the 0.5 mM-4 mM range was performed to
locate the magnesium ion concentration producing the highest yield of a
specific PCR product. Figure 3 shows that when using 0.5 mM of MgCl,,
diminished band intensity was obtained (lane 2) compared to the band
intensities seen in lanes 3 to 8; a non-specific product amplification appeared
at MgCl, concentration of 4.0 mM (lane 9). Thus, we used a standard MgCl,
concentration of 1.5 mM for the CMtc PCR protocol.

Duplex-PCR. Except for the inclusion of the feline 28S rDNA primers, the
same conditions as previously described for the singleplex CMtc protocol were
used. The concentration of primers used for amplifying the 16SrDNA of CMtc
were maintained at 0.4 uM, while the concentration of the feline 28S rDNA
primers was incrementally decreased to 0.06 uM. At a concentration of
primers at 0.4 uM for the CMtc and 0.08 uM for the feline 28S rDNA, distinct
bands with the predicted size for both CMtc (488 bp) and the feline 28S rDNA
(100 bp) were obtained. In addition, no non-specific bands nor primer-dimer
formation were observed. As with the singleplex PCR, genomic DNA of the
positive control could be detected out to a 10* dilution of starting template in
the duplex assay. Amplicons of both the 16S rRNA and feline 28S rRNA
genes were still detected at this dilution (figure 4).

PCR assay in naturally infected cats. The PCR assay developed in this study
was performed on extracted DNA from 373 EDTA-blood samples of cats. Two
samples were negative for the feline 28S rRNA gene target and excluded to the

study. Of the remaining 371 samples, 17 (4.6%) were positive for CMtc, 5 of
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the 17 were co-infected with CMhm and 2 with CMhm and Mhf. Considering
the group assignment, 4 (3.41%) of the CMtc positive cats were in the group 1
(healthy) and 13 (5.11%) in the group 2 (unhealthy). However, the unhealthy
cats were not statistically more likely to have a CMt infection (p < 0.05).

The fragments of 488 bp purified from the agarose gel from 15 of the positive
samples were cloned, sequenced, analyzed and compared to the known
sequences at the GenBank database. An insufficient amount of extracted DNA
from the 2 samples precluded their sequencing. Eleven of the sequences were
identical to each other and also showed 100% homology with 9 of 22 CMtc
sequences in the GenBank database. Our sequence was called isolate Porto
Alegre 1 and submitted to the GenBank database assigned accession number
EU580598. Two of the sequences had a total of 10 nucleotides, which were not
in common with the ten previously mentioned sequences but were 100%
homologous with 3 sequences in the database (DQ464425; DQ464424;
DQ464423). These sequences were called isolate Porto Alegre 2, submitted to
the GenBank assigned accession number EU580599. The sequencing for 1 of
the other 2 clones failed. The remaining sequence matched with CMtc,

however it was not 100% homologous to either Porto Alegre 1 or 2.

4.1.6 DISCUSSION

In the present study, an internally controlled conventional PCR assay that
targets the 16S rRNA gene for diagnosis of CMtc infection in cats was
designed, optimized and its use in clinical samples were evaluate. Although
real-time PCR-based fluorescence assays have advantages over conventional

PCR, the former requires specialized instrumentation that is not readily
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available in Brazil and other countries. Identification of the specific
hemoplasma species is important to our understanding of the epidemiology
and clinical presentation of infection in cats. While Mhf has been reported to
cause severe hemolytic anemia in immunocompetent cats, CMhm infection is

associated with minimal clinical signs* *

. CMtc, a newly recognized
hemoplasma, may have a lower hemolytic capacity than Mhf, but the anemia
may be worsened in cats that are immunocompromised or have a co-infection.
Other than a single case report, the presence and clinical importance of CMtc
infection of cats in Brazil has not been investigated to date. This is the first
report of a conventional PCR for CMtc and occurrence of infection in
domestic cats in Brazil.

Primer design is critical to the yield and fidelity of PCR. Although the
nucleotide sequence in some regions of 16S rDNA is highly conserved, other
regions are sufficiently divergent and can be used as targets for designing
primers that will provide species specific amplification. In this study, three
freely available web-based programs, Primer 3, Sequence Manipulation Suite,
and Blastn were used to aid in the selection of primers for specific
amplification of CMtc. Although the two forward primers, Mt1lFw and Mt2Fw,
were manually identified in aligned sequences, suitable reverse primers,
MtlRv and Mt2Rv, for the PCR were selected using the Primer 3 program.
Properties of these primers, including melting temperature, percent GC
content, and PCR suitability were verified using Sequence Manipulation Suite:
PCR Primer Stats. A trial version of a commercially available program was

used for multiple sequence alignments, however free software such as

ClustalWw  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)  can be
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downloaded on a local computer to perform this function. Finally, Blastn was
run to ascertain that the primer sequences were unique within the template
sample to be amplified.

Using a temperature gradient the PCR reaction was evaluated. At low genomic
DNA template concentrations, nonspecific amplification was observed when
annealing temperature were below 53°C. It is likely that these non-specific
products are due to amplification of cat genomic DNA since it was not
observed using plasmid control.

In the presence of higher amount of DNA template the appearance of these
bands and perhaps even more non-specific secondary products would be
anticipated at low annealing temperatures. This experiment was not performed
due to the limited amounts of template DNA (genomic DNA control). The
gradient experiment also showed that the Mt1Fw-Mt2Rv primers gave specific
product amplification (488 bp) for annealing temperatures of 53°C - 63°C.
However, the band intensities began to decrease at annealing temperatures

greater than 58.5°C. An optimum annealing temperature (T,>""

) was calculated
based on thermodynamic parameters and base composition®® using the oligo —
PCR T.°F" Calculator Program. The T.°"" for the CMtc protocol was 55.22°C
and for the feline 28S rDNA protocol was 54.83°C. On the basis of the
combined experimental and calculation results, it was determined that an
annealing temperature of 55°C should be used for our PCR assays.

DNA polymerase activity requires an optimal concentration of free Mg®".
Since Mg®* is bound by dNTPs and nucleotide template, the CMtc PCR with

low and high amounts of template was optimized by gradually increasing

MgCl, from 0.5 to 4 mM while keeping the concentration of dNTPs at 200 uM
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each®. It was not surprising that non-specific amplification products appeared
at high concentrations of MgCl,, whereas lower concentrations improved the
specificity of the PCR®. Magnesium ion concentrations in this experiment
producing the highest yield of a specific PCR product were located between
1.0 mM to 3.5 mM. Thus, based on these results and convention, we decided to
use the concentration of 1.5 mM for the reaction.

Both the singleplex and duplex PCR-assays were used to test for CMtc DNA
in cat-blood samples from Southern Brazil. In order to evaluate the duplex
assay, all samples that were positive in the singleplex PCR and 52 negative
samples were tested. The remainder of the samples that were negative by
singleplex PCR was not tested because of limited sample volume. Nonetheless,
the same results were observed when comparing the single and duplex assays
for all these samples.

The prevalence of CMtc infection depends on the population of cats that are
included in the study group. The cat populations sampled in the study herein
consisted of healthy and sick cats from a hospital population, pet-owned cats,
and cats in a public shelter. In this study group, a total of 17 cats (4.6%) tested
positive by PCR for CMtc. This occurrence of CMtc infection was somewhat
higher than that reported by authors sampling a similar, mixed population of
healthy and sick cats in Switzerland (1%)°, Germany (2.25%)"" and United
Kingdom (2.3%)°. The high seasonal prevalence of potential vectors in Porto
Alegre, a subtropical location, might in part be an explanation for these results.
However, the occurrence of CMtc infection in unhealthy cats was lower in this
study (5.11%) than that reported by others using a population of cats suspect to

be infected and/or sick cats presented to a veterinary hospital: 6.5% in United
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States’ and 26% in South Africa’. The majority of the cats sampled (139/147)
in a study done in Australia were sick; the occurrence of 10% in this
population was also greater than what we report herein®.

Nonetheless, we can conclude that CMtc infection is present in the Brazilian
domestic cat population per se, however unhealthy cats were not more likely to
be infected.

Two different CMtc strains, Porto Alegre 1 (EU580598) and Porto Alegre 2
(EU580599) were identified in this study and submitted to the GenBank
database. Eleven of the 448 bp fragments from the 16S rDNA sequenced in
this study were identical to each other and homologous to 9 of 22 sequences
found in Genbank, including the sequence of an experimentally infected cat
from Switzerland used as our positive control. This was the most common
isolate found in our study and corresponded to the major cluster previously
described by Willi and collaborators®. Two sequences (Porto Alegre 2 -
EU580599) were completely identical to each other but exhibited 10
nucleotide differences when compared to Porto Alegre 1. It has recently been
shown by 16S rDNA sequence analysis that some Australian (DQ464425;
DQ464423) and South African (DQ464424) CMtc isolates branched away
from the remaining isolates at the GenBank®. The isolate Porto Alegre 2
showed 100% homology with these divergent sequences suggesting that at
least two strains of CMtc exist.

In summary, the conventional PCR assay described herein is a reliable tool for
diagnosis of CMtc infection in cats. Detection sensitivity of the conventional
PCR developed is similar to that previously demonstrated by real-time PCR-

assay’. When duplexed in the same tube with an internal control, the assay
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provides a sensitive, specific, and rapid method that can be easily implemented
in diagnostic and research laboratories. This is especially important in
countries where the expense of real-time PCR instrumentation precludes its
use. In Brazil, the infection of domestic cats with CMtc was common. Our
laboratory is currently using the assay to investigate the prevalence, clinical
importance and risk factors of CMtc and the other hemoplasma infection of

cats in Brazil.
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Table 1.

Set of primers for CMtc amplification used in this study.

Name Sequence 5' implies 3’ Size Tm Genome  product
position® length

Mtl Fw  GTATCCTCCATCAGACAGAA  20bp 50,8
1 203 -644 442 bp
Mtl Rv AGTATTCGGCACAAACAACT 20bp 52,3

M2 Fw  AACTGTCCAAAAGGCAGTTA 20bp 50,2
2 102 - 690 587 bp
Mt2 Rv CGCTCCATATTTAATTCCAA 20 bp 48,0

Mtl Fw  GTATCCTCCATCAGACAGAA  20bp 50,8
3 203-690 488 bp
Mt2 Rv CGCTCCATATTTAATTCCAA 20 bp 48,0

Mt2 Fw  AACTGTCCAAAAGGCAGTTA  20bp 50,2 102 - 644 543 bp

Mt Rv  AGTATTCGGCACAAACAACT 20bp 52,3

# Genome position according to CMtc 16S rDNA sequence (Accession #:

DQ157153)
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Figure 1.

PCR products using 4 different sets of primers to amplify CMtc. Lane 1, 100
bp DNA ladder. Lanes 2 and 3, plasmid and genomic DNA controls,
respectively using primer set, MtlFw and MtlRv (expected product size of
442 bp). Lanes 4 and 5, plasmid and genomic DNA controls, respectively
using primer set, Mt1Fw and Mt2Rv (expected product size of 488 bp). Lanes
6 and 7, plasmid and genomic DNA controls, respectively using primer set,
Mt2Fw and Mt1Rv (expected product size of 543 bp). Lanes 8 and 9, plasmid
and genomic DNA controls, respectively using primer set, Mt2Fw and Mt2Rv
(expected product size of 587 bp). Lanes 10 and 11 negative controls using

water as template.
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Figure 2.

Annealing gradient experiment. Singleplex PCR assay for CMtc using Mt1Fw
and Mt2Rv primers in 1.5% ethidium bromide stained agarose gel. Lane 1, 100
bp DNA ladder. Lanes 2 to 12, respective annealing temperatures 45.3°C,
46.4°C, 48.2°C, 50.4°C, 53.0°C, 55.8°C, 58.5°C, 61.0°C, 63.1°C, 64.7°C and

65.6°C.
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Figure 3.

MgCl, experiment in 1.5% ethidium bromide stained agarose gel using Mt1Fw
and Mt2Rv primers and genomic DNA diluted to 10% templates. Lane 1, 100
bp DNA ladder. Lanes 2 to 9, respective MgCl, concentrations of 0.5 mM, 1.0
mM, 1,5 mM, 2.0 mM, 2.5 mM, 3.0 mM, 3.5 mM and 4.0 mM. Lane 10,

negative control (1.5 mM MgClI; concentration using water as template).
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Figure 4.

Comparison between the singleplex PCR assay for CMtc and duplex-assay for
CMtc and feline 28S rDNA in different dilutions. Lane 1, 100 bp DNA ladder.
For the singleplex PCR, lane 2, genomic DNA control sample extracted from
blood; lane 3 to 5 genomic DNA control in respective dilutions 10% 10° and
10% lane 6, genomic DNA from non-infected cat; and lanes 7 to 12 are the
same samples as described for lanes 2 through 6, however the duplex-PCR

assay was used.
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4.2.2 ABSTRACT

Three haemoplasmas are recognized in domestic cats: Mycoplasma haemofelis,
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’. We report herein the prevalence of haemoplasma infections in
domestic cats in southern Brazil. DNA extracted from 373 cat blood samples
was tested by conventional PCR-assays for each of the feline haemoplasmas
and the risk factors were evaluated. Two samples negative for the feline 28S
rRNA gene used as a DNA extraction control were excluded. Of the remaining
371 cat samples, 79 (21.3%) were PCR-positive for at least one species of
haemoplasma. The most prevalent species was ‘Candidatus M.
haemominutum’ with 50 out of 371 (13.48%) positive cats, ‘Candidatus M.
turicensis’ and M. haemofelis DNA were found in 10/371 (2.69%) and 8/371
(2.16%) of the cats respectively. Coinfection with M. haemofelis-‘Candidatus
M. haemominutum’ was found in 4/371 (1.08%) with ‘Candidatus M.
haemominutum’-*‘Candidatus M. turicensis’ in 5/371 (1.35%) and infection
with all 3 haemoplasmas in 2/371 (0.54%). Male cats, younger age and
outdoor access were risk factors for haemoplasma infection, whereas breed,
presence of fleas and/or ticks and coinfection of haemoplasmas with FIV
and/or FeLV were not. Although anemia was a risk factor for M. haemofelis
and ‘Candidatus M. haemominutum’, it was not for ‘Candidatus M.
turicensis’. This study documents for the first time the prevalence and risk

factors for haemoplasma infections in domestic cats from Brazil.
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4.2.3 INTRODUCTION

Haemotrophic mycoplasmas (haemoplasmas) are obligate red cell parasites
that infect a wide range of vertebrate animals and have not been grown
successfully in culture. These organisms were recently transferred from the
order Rickettsials to the family Mycoplasmataceae within the genus
Mycoplasma based on 16S rRNA gene sequences (Neimark et al 2001,
Neimark et al 2002). Haemoplasmas are pleomorphic and may be rod-shaped;
spherical, or ring-shaped and found individually or in chains across the red cell
surface. These parasites may induce anemia in an infected host (Messick
2004). Three haemoplasmas are recognized in domestic and wild cats:
Mycoplasma haemofelis (formerly known as Haemobartonella felis — Ohio
organism or large form), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (formerly
known as Haemobartonella felis — California organism or small form), and the
recently described species, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (Willi et al
2005). Acute infection with M. haemofelis is associated with severe hemolytic
anemia. However, healthy cats experimentally infected with ‘Candidatus M.
haemominutum’ developed only minimal clinical signs (De Lorimier &
Messick 2004). Cats that are naturally infected with ‘Candidatus M.
haemominutum’ occasionally develop anemia, particularly when a concurrent
disease is present (Foley et al 1998). The new species, ‘Candidatus M.
turicensis’, might be a potential cause of anemia in cats. A naturally
‘Candidatus M. turicensis’-infected cat exhibited severe hemolytic anemia and
the IV inoculation of the organism in an immunocompromised specific-

pathogen free (SPF) cat also resulted in anemia (Willi et al 2005).
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Since none of the hemoplasmas have been cultivated outside their natural hosts
(Harvey 2006), the diagnosis of infection has relayed on microscopic
identification of bacteria attached to the red blood cells. This method is neither
sensitive nor specific. Thus, polymerase chain reaction (PCR)-based assays are
the diagnostic method of choice for hemoplasma infections. Thus,
conventional and real-time PCR assays for each of the three feline
haemoplasmas have been developed (Foley et al 1998, Berent et al 1998,
Messick et al 1988, Jensen et al 2001, Tasker et al 2003, Willi et al 20064,
Fujihara et al 2007, Sykes et al 2007, Peters et al 2008).

M. haemofelis, ’Candidatus M. haemominutum’, and ‘Candidatus M.
turicensis’ infections in domestic cats have been diagnosed on every continent
except Antarctica (Jensen et al 2001, Criado-Fornelio et al 2003, Tasker et al
2003, Watanabe et al 2003, Tasker et al 2004, Willi et al 2006a, Willi et al
2006b, Fujihara et al 2007, Just and Pfister 2007, Sykes et al 2008, Santos et al
2008). However there are no prevalence and risk factors studies of the three
hemoplasmas in domestic cats in South America.

Therefore, the aim of this study was to apply PCR-based assays for the
detection of hemoplasma infections in domestic cats from southern Brazil and
to evaluate its prevalence, risk factors and hematological findings. To our
knowledge, this is the first report of the prevalence of hemoplasmas infection

in domestic cats in Brazil.

4.2.4 MATERIAL AND METHODS
Samples. A total of 373 domestic cats were evaluated. Blood samples were

obtained from pet owned cats in the local community, cats presenting to the
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Veterinary Hospital at Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, and feral cats housed in a local shelter.
Based on physical examination by a veterinarian and/or evaluation of
hematology and chemistry profiles, these cats were divided into 2 groups.
Group 1 consisted of 118 blood samples from healthy cats (68 pet owned, 40
hospital population; and 10 feral cats). The physical examination was
unremarkable in these cats and there were no significant abnormal findings on
the hematology and chemistry panels. Group 2 consisted of 255 blood samples
from cats that were unhealthy (22 pet owned, 223 hospital population; and 10
feral cats) as determined by significant abnormal physical and/or laboratory
findings. DNA was extracted from whole EDTA-blood using a silica-based
protocol (Boom et al, 1990) and stored at -20°C until PCR testing was
performed.

For the pet owned cats, a CBC count and biochemistry evaluation (Creatinine,
Urea, Alanine amino transferase, gamma glutamyl transferase and Alkaline
phosphatase) was performed before the DNA extraction. For the hospital
population of cats, an epidemiologic questionnaire was given to the clinicians
at the veterinary hospital and data was also collected from the cat’s medical
records when the questionnaire was not applied. Since antimicrobial therapy
can result in falsely negative result by PCR (Berent et al 1998), we intend to
exclude these samples: the failure to find the information about antimicrobial
therapy in the medical files was used as criteria to include the cats on the
study. In addition, the clinicians were instructed to not treat the cats before the

blood collection, however we can not be certain that all the cats were not in
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antimicrobial treatment. For the feral cats, samples were collected and a
clinical evaluation and CBC was performed previous the DNA extraction.
PCR for the detection of the haemoplasmas. Previously described PCR
assays for the detection of M. haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum’
(Berent et al, 1998: Foley et al, 1998), and a conventional PCR for the
detection of ‘Candidatus M. turicensis’ developed in our laboratory (Santos et
al, 2008) were performed. Positive controls included DNA extracted from
blood of naturally infected cats with M. haemofelis, ‘Candidatus M.
haemominutum’ and ‘Candidatus M. turicensis’. Negative controls included
DNA extracted from a non-infected cat and autoclaved ultra-filtered water.
The amplification products were subjected to gel electrophoresis in 1.5%
agarose for one hour at 80 V, followed by ethidium bromide (1 pg/mL)
staining and visualized under UV light. The gels were subsequently
photographed using Epi Chemi 1l Darkroom® (UVP Inc., Upland, CA, USA).
A 100 bp DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used to compare
product sizes.

In order to confirm the identity of the positive controls, the nearly entire
sequences of the 16S rRNA gene was obtained from positive clinical samples
using specific primers designed in our laboratory for M. haemofelis (DEAMHF
F15 — ATG CAA GTC GAA CGG ATC TT - 3’ and DEAMHF R2 5 TCC
AAT CAG AAT GTT CAC TC - 3’); “‘Candidatus M. turicensis’ (DEAMTC
F15 - CTG TCC AAA AGG CAG TTA GC 3" and DEAMTC R1 5 TGC
CCC TTC CTC TCA TAG TTT 3’) and the forward primer for *‘Candidatus
M. haemominutum’ DEAMHM F1 (5’ - ATG CAA GTC GAA CGA AGA

GG - 3’) in combination with the primer CALI R2 designed by Foley and
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collaborators (1998). The reactions consisted in a PCR mixture of 1X Green
GoTaq®Flexi Buffer (Promega, Madison, WI, USA), 2.0 mM MgCl,,
deoxynucleoside triphosphates (ANTPs) at a concentration of 200 uM, primers
at a concentration of 0.4 uM, 1.25 U of GoTaq® Flexi DNA Polymerase,
template DNA (5 ul), and autoclaved ultra-filtered water to a total volume of
25 pL per reaction. The PCR, carried out in an Eppendorf ® Mastercycler®
gradient thermocycler (Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, USA),
consisted of one cycle of 95°C for 2 min; 35 cycles of 94°C for 1 min, 53°C
for 45 s, and 72°C for 1:30 min; and finally one cycle of 72°C for 5 min. The
purified PCR amplicons (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit - Zymo
Research, Orange, CA, USA) were cloned into the pGEM®-T EasyVector
(Promega, Madison, WI, USA). Plasmids were purified with a QlAprep Spin
Miniprep kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) and submitted for sequencing at
Purdue Genomics Core Facility at Purdue University, West Lafayette, IN,
USA). The sequences were submitted to the GenBank database (Benson et al,
1998) under the accession numbers EU930823, FJ004275, EU861063 to M.
haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ and ‘Candidatus M. turicensis’
respectively.

PCR-assay for the feline 28S rRNA gene. A singleplex PCR assay was
applied to amplify the feline 28S rRNA gene (Santos et al, 2008) in order to
verify the presence of amplifiable DNA in all the samples.

Statistical evaluation.

Reference ranges for hematological parameters were obtained using a control
group of 107 clinically normal cats using two times the value of standard

deviations above and below the mean. Prevalence was calculated by dividing
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the number of occurrences of the infection during the specified time period by
the size of the population in which the infection occurred. The 95% confidence
intervals (Cl) of the observed prevalences and statistical comparison of
prevalences between studies were calculated. A descriptive analysis of all the
variables collected from each group was performed. The chi-squared test or
Fisher's exact test (when observations were equal or less than 5) was used for
univariate analysis of selected variables. Data were compiled and analyzed in
the SAS version 9.1 program. The variables included: anemia (n=262), gender
(n=317), breed (n=203), outdoor access (n=99), presence of fleas and/or ticks
(n=61). The difference between intact and neutered males (n=76) were also
evaluated. The variable age (n=107) were evaluated dividing the cats in 3
groups: <5, 6 to 10 and > 11 age years old. FIV and FeLV co-infection with
mycoplasmas were assessed. Sixty-four cats had been tested for FIV and
FeLV: 11 were positive for FIV, 3 to FeLV and 6 were coinfected with FIV
and FeLV. Risk factors associated with hematological findings were evaluated
using ANOVA one-way and Tukey’s multiple comparison tests. Associations
were considered statistically significant when P value was < 0.05. PCV values
(n=363), hemoglobin concentration (n=359), RBC counts (n=359), total

leukocyte count (n=358) and total plasma protein (n=357) were analyzed.

4.2.5 RESULTS
Polymerase chain reaction. Two of the cats of a total of 373 were negative
for the housekeeping gene (feline 28S rRNA gene) and were excluded from

this study.
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PCR amplification products in the predicted sizes were obtained for
Mycoplasma haemofelis (393 bp), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’
(192 bp) and ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (488 bp) for 13/371,
60/371, and 17/371 of the remaining cat samples respectively. Four of the cats
were coinfected with M. haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum’, 5
with ‘Candidatus M. haemominutum’ and ‘Candidatus M. turicensis’, and 2
co-infected with the 3 species of hemoplasmas. All negative controls were
PCR-negatives.

Group characteristics. The groups 1 (healthy) and 2 (unhealthy)
characteristics are shown in tables 1 and 2. Unhealthy cats were significantly
older and had more males than group 1; no significant differences were found
considering breed and outdoor access between the groups. Group 2 showed
significant low RBC count, hemoglobin concentration and PCV level, and high
leukocytes count. Total plasma proteins were not significantly different
between the groups.

The mean * standard deviations for hematological parameters in the clinically
normal cats used as reference range were: erythrocytes (x10%/uL) 8.41 + 1.37,
PCV (%) 38.17 £ 5.67, leukocytes (/uL) 12,719.29 + 4,359.64,and total plasma
proteins (g/L) 73.87 £ 7.44.

Prevalence.

In total, 371 cats (excluding 2 samples PCR negative for the feline 28S rDNA
gene) were evaluated; 79 (21.3%) were PCR-positive for at least one specie of
haemoplasmas. Figure 1 shows the prevalence of each species in the cat
population from Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

Risk factors.
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The haemoplasma infection status was not significantly different between
healthy and unhealthy cats (table 3). However, cats with anemia were more
likely to have a haemoplasma infection (P value = 0.0066). RBCs count,
hemoglobin concentration and PCV values were lower in cats positives for M.
haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum’ compared with non-infected
cats (figure 2). Total leukocyte count, bands, neutrophils, basophils,
eosinophils, monocytes, limphocytes and total plasma proteins concentrations
were not significant different considering the infection status. The infection
status was associated with gender, age and outdoor access. Haemoplasma-
infected cats were more likely to be male, and older than non-infected cats, and
to have outdoor access. In addition, intact males were more likely to be
infected than neutered males (P= 0.0025). Pedigree and presence of fleas
and/or ticks (P=0.6286) were not significantly different between infected and
non-infected cats. The variables age and outdoor access were not significantly
different for ‘Candidatus M. haemominutum’ infection alone. Table 4 shows
the risk factors and P values for haemoplasma and ‘Candidatus M.

haemominutum’ infection in the cats in this study.

4.2.6 DISCUSSION

The prevalence of the three haemoplasma species infecting cats in South
America is unknown. The present study revealed haemoplasma infection in 79
(21.3%) out of 371 domestic cats in southern Brazil. This result is in
agreement with a study in the United Kingdom showing a prevalence of
19.25% (P=0.5271) and Germany, prevalence of 15.56% (P=0.191), using a

similar population of healthy and unhealthy cats (Willi et al 2006b; Just and
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Pfister 2007). Our results were also similar (P=0.0764) to a study in the United
States (US) using anemic cats (PCV<29%) presenting acute anemia and/or
regenerative anemia and cats suspected to be infected by cytology to
haemoplasma infections; the prevalence in this study was 27% (Sykes et al
2008). Although our prevalence was similar to this study the population tested
was different. In another study in the US using anemic (PCV<26) and non-
anemic cats the prevalence was lower (18%) that the one using suspected cats
(Sykes et al 2007). Although, the prevalence of the two studies in the US were
significant different (P=0.0092), no significant difference was found when
comparing the prevalence in both studies in the US with the study herein,
independent of the population tested (P>0.05). The prevalence reported herein
was higher (P=0.0006) then another study in the United Kingdom (14%) using
blood samples submitted to a diagnostic laboratory (Peters et al 2007); and was
also higher (P<0.0001) than the prevalence in Swiss cats (9.92%) when using a
population of healthy and unhealthy cats (Willi et al 2006a). Geographical
variations as the high seasonal prevalence of potential vectors in Porto Alegre,
a subtropical location, might in part be an explanation for higher prevalence
herein, as described in two different regions in Switzerland (Willi et al 2006a).
On the other hand, the prevalence in our study was lower (P<0.05) than that
reported for cats in Australia (32%), South Africa (52%) (Willi et al 2006b),
and Japan (58%) (Fujihara et al 2007). Sykes et al (2007) reported a 99.5%
specificity and 87% sensitivity correlation between conventional and real-time
PCR, therefore it is unlikely that methodological difference are responsible for
these disparate findings. A most likely explanation for the higher prevalence in

these studies is that the cat populations are dissimilar; the samples in the study
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in Japan were blood taken for diagnostic purposes in animal hospitals from
different locations and the majority of Australian cats tested were ill (139/147).
In South Africa, all of the cats evaluated were suspected to have haemoplasma
infection based on blood smear evaluation.

The most prevalent species was ‘Candidatus M. haemominutum’ (13.48%) in
agreement with all the prevalence studies cited above. It implies that this is the
most common specie of haemoplasma infecting cats in Brazil as well as many
other countries. “Candidatus M. turicensis” alone was slightly higher than M.
haemofelis (2.69% and 2.16% respectively).

The present study found that 1.08% of the cats were co-infected with M.
haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum’, 1.35% with ‘Candidatus M.
haemominutum’ and ‘Candidatus M. turicensis’, and 0.54% with the 3 species
of feline haemoplasmas. Concurrent infection with more than one
haemoplasma has also been reported (Jensen et al 2001, Tasker et al 2003,
Tasker et al 2004, Lobetti & Tasker 2006, Luria et al 2004, Willi et al 2006a,
Willi et al 2006b, De Morais et al 2007). Associations between M. haemofelis -
‘Candidatus M. haemominutum’ (Westfall et al 2001), ‘Candidatus M.
turicensis’- M. haemofelis (Willi et al 2006b) and ‘Candidatus M. turicensis’-
‘Candidatus M. haemominutum’ (Willi et al 2006a, Willi et al 2006b) have
been reported. Coinfection with ‘Candidatus M. haemominutum’ - M.
haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum’ -‘Candidatus M. turicensis’
was observed herein, whereas no co-infection with M. haemofelis and
‘Candidatus M. turicensis’ was found.

There was no significant difference in haemoplasma prevalence between

healthy and unhealthy cats even with the group of unhealthy cats having
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significantly more males and older cats than the group of healthy cats. This
finding is in line with a similar study in cats in Switzerland (Willi et al 2006a)
and could imply that the pathogenic potential of the parasites is not related to
the presence of concurrent diseases.

Several studies indicate that anemia is a risk factor for haemoplasma infection
(Grindem et al 1990, Jensen et al 2001, Harrus et al 2002, Tasker et al 2003,
Kenish et al 2004). The present study showed that anemic cats were more
likely to be infected with haemoplasmas. This find is in line with several
studies (Grindem et al 1990, Jensen et al 2001, Harrus et al 2002, Tasker et al
2003, Kenish et al 2004), however some studies did not found this association
(Willi et al 2006a, Macieira et al 2007), whereas it can be explained by the
presence of PCR-positive cats that are chronic carriers, with the red cell
parameters in the reference ranges, in the sample population. Significant
difference was observed when comparing the RBC count, hemoglobin
concentration and PCV of the PCR-negative cats and cats infected with M.
haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum’ (figure 2). The association
between anemia and ‘Candidatus M. haemominutum’ infection was somewhat
surprising since ‘Candidatus M. haemominutum’ is not associated with the
development of anemia (Foley et al 1998, Westfall et al 2001, Sykes et al
2007); however, a recent study also reported a decrease in PCV values in cats
infected only with ‘Candidatus M. haemominutum’ (Tasker et al 2006).
According to these findings, we can hypothesize that it may be a different
strain infecting cats in Brazil, differences in the host-parasite relationship
caused by seasonal and/or geographic conditions, and/or that the cats in this

study may be co-infected with another parasite not detected herein. There was
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no association between anemia and ‘Candidatus M. turicensis’ infection in this
study in agreement with another study that naturally ‘Candidatus M.
turicensis’-infected cats had no significant decrease PCV values compared
with the PCR-negative cats for haemoplasmas (Willi et al 2006b). Whereas,
‘Candidatus M. turicensis’ induced mild to marked anemia in two
experimental infected cats (Willi et al 2005). Interestingly, cats coinfected with
more than one species of haemoplasmas did not shown association with
anemia; however, the low number of observations could have affected these
results.

In the present study, risk factors for haemoplasma infection in cats were shown
to be male gender, younger age and outdoor access in agreement with several
epidemiologic studies (Grindem et al 1990, Luria et al 2004, Tasker et al 2003,
Willi et all 2006a, Willi et all 2006b). Male cats were more likely to be
infected with haemoplasmas. In addition, intact males were more likely to be
infected with haemoplasmas then neutered males. A significant difference was
observed between cats that have outdoor access and those living indoor.
However, the presence of fleas and/or ticks was not identified as a risk factor
for infection. The higher prevalence in intact male cats with outdoor access
endorses the hypothesis of direct transmission between cats, since
haemoplasma DNA was found in saliva and feces of cats, suggesting that
aggressive interactions as fights may lead to transmission of the organism
(Willi et al 2007b). In addition, Grindem and collaborators (1990) found an
association between presence of abscesses caused by bites and haemoplasma

infection.
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The present study did not find significant difference between the haemoplasma
infection in pedigree and non-pedigree cats. These findings contrast with other
studies reporting that mixed breed or non-pedigree cats are more likely to have
a haemoplasma infection (Hayes and Priester 1973, Tasker et al 2004).
‘Candidatus M. haemominutum’ infection alone did not show significant
difference between indoor cats and cats with outdoor access as well as no
significant difference between ages. The infections with the other feline
mycoplasmas alone and co-infections were not analyzed due to the low
prevalence in the cat population of this study.

FIV and FeLV infections were assessed because it has been suggested that cats
having a pre-existent retrovirus infection may be at a greater risk of
haemoplasma infection (Grindem et al 1990, Lappin 1995, Harrus et al 2002,
Inokuma et al 2004,Luria et al 2004). This was not confirmed in the present
study; whereas, it can be due to the low prevalence of FIV and FeLV infection
in the population tested herein, affecting the study results.

In conclusion, haemoplasma infection is common in domestic cats in Southern
Brazil. *‘Candidatus M. haemominutum’ infection shown to be the most
prevalent and was associated with anemia. Younger age, male gender and
outdoor exposure were associated with haemoplasma infection. This study is

the first report of prevalence in domestic cats in Brazil.
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Figure 1. Prevalence of the hemoplasma species in 371 domestic cats from

southern Brazil. Mhf = Mycoplasma haemofelis, CMhm

= ‘Candidatus

Mycoplasma haemominutum’; CMtc = ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’.
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Figure 2. PCV values (Mean + SE) of cats grouped by haemoplasma infection
status. Mhf = Mycoplasma haemofelis, CMhm = ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’; CMtc = ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, Mhf-CMhm =
co-infection with Mycoplasma haemofelis and ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’, CMhm-CMtc = co-infection with ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ and ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, Mhf-CMhm-CMtc
= co-infection with the three haemoplasmas, Not detected = cats tested

negative for all three haemoplasmas.
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Table 1. Comparison of source, gender, breed, age and outdoor access of

healthy and unhealthy cats from Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

Number of cats (%)

Variable Healthy Unhealthy P value
Source (n=371)

Pet owned 68 (58.1) 22 (8.7)

Hospital 39 (33.4) 222 (87.4) < 0.0001
Shelter 10 (8.5) 10 (3.9)

Gender (n=317)

Male 51 (45.5) 123 (60)

Female 61(54.5) 82 (40) 0.0134
Breed (n=203)

Pedigree 15 (13.6) 16 (17.2) 0.4813
Nonpedigree 95(86.4)) 77 (82.8) '

Age (n=107)

<5years 35() 38 (35.5)

6 - 10 years 6 (5.6) 16 (14.9) 0.0033
> 11 years 0 (0) 12 (11.2)

Outdoor access (n=99)

No 23 (47.9) 33 (64.7)

Yes 25 (52.1)) 18(35.3) 0092
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Table 2. Blood parameters of healthy and unhealthy cats from Porto Alegre,

Rio Grande do Sul, Brazil.

Healthy cats Unhealthy cats
Variable N f N f Reference P value
O 91 Mean  95%ClI O O Mean 95%CI range
cats cats

RBC' 8.16- 7.14- 5.66-

(10: L) 114 8.42 841 245 7.4 fhped 1116 < 0.0001
Hb 12.5- 11.06- 8.83-

(mg/dL) 113 1287 135, 246 1143 a0 16.91 < 0.0001
PCVE (%) 115 3817 3521222 28 34315 g’gjg 27-50  <0.0001
Leukocytes 11,910- 14668- 4,000-

(L) 114 12,719 13528 246 16126 | co, 21500 < 0.0001
TPP' (g/L) 115 73.87 ;5255 242 73.4 77%1'9872' 27-50 0.6339

Terythrocyte count
*hemoglobin concentration
Spacked cell volume

Ttotal plasma proteins



111

Table 3. Prevalence estimates and P values for hemoplasma infection by
Polymerase Chain Reaction (PCR+) among healthy and unhealthy cats from

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

No. of cats PCR+ (%)

Feline hemoplasma Healthy Unhealthy P value
(n=117) (n=254)
Hemoplasmas' 23 (19.65) 56 (22.04) 0.6015
Mhf 2(1.7) 6 (2.36) 1
CMhm 15 (12.82) 35 (13.7) 0.9203
CMtc 4 (3.41) 6 (2.36) 0.5146
Mhf/CMh* 1 (0.85) 3(1.18) 0.624
CMhm/CMtc® 1 (0.85) 4 (1.57) 1
Mhf/lCMhm/CMtc" 0 (0) 2 (0.78) 1

"positive for at least one hemoplasma DNA, double or triple infected counted
only once.

*co-infected with M. haemofelis and ‘Candidatus M. haemominutum.

S co-infected with ‘Candidatus M. haemominutum’ and ‘Candidatus M.
turicensis’.

" co-infected with M. haemofelis, ‘Candidatus M. haemominutum’ and

‘Candidatus M. turicensis’.
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Table 4. Risk factors and P values for the haemoplasma infection and

‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ infection alone in domestic cats

from Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

Number of cats (%)

Variable PCR-positive PCR-negative P value
Haemoplasmas'

Gender (n=317)

Male 53 (16.7) 121 (38.2)

Female 21 (6.6) 122 (38.5) 0.0015
Breed (n=203)

Pedigree 9 (4.5) 22 (10.8) 0.8625
Non-pedigree 56 (27.6) 116 (57.1) '

Age (n=107)

< 5years 24 (22.4) 49 (45.8)

6 - 10 years 14 (13.1) 8 (7.5) 0.018
> 11 years 7 (6.5) 5(4.7)

Outdoor access (n=99)

No 9(9.1) 34 (34.3)

Yes 25 (25.3) 31 (31.3) 0.0245
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum'

Gender (n=291)

male 35 (12) 121 (41.6)

female 13 (4.5) 122 (41.9) 0.0055
Breed (n=181)

Pedigree 6 (3.3) 22 (12.2) 0.9203
Non-pedigree 37 (20.5) 116 (64) '

Age (n=103)

< 5years 35 (33.9) 49 (47.6)

6 - 10 years 6 (5.8) 8 (7.8) 0.1755
> 11 years 0 (0) 5(4.9)

Outdoor access (n=86)

No 6 (7) 34 (39.6)

Yes 15 (17.4) 31 (36) 0.1003

"positive for at least one hemoplasma DNA, double or triple infected counted

only once.
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4.3.2 ABSTRACT

Haemotrophic mycoplasmas have been shown to infect a wide variety of
mammals. Although the infection in humans is rarely reported, an association
with an immunocompromised state has been suggested. We document the first
case of a Mycoplasma haemofelis-like infection in an HIV-positive patient co-

infected with Bartonella henselae.

Key words: AIDS, Bartonella, Haemobartonella, HIV, Mycoplasma.

Article Summary Line

We describe a haemotrophic mycoplasma infection in an HIV-positive patient.
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4.3.3 THE STUDY

A 34-year-old HIV-positive male patient sought medical attention in
September 2006 with a 30 day history of night sweats, loss of appetite,
productive cough, muscle pain, and cervical, axillary and inguinal
lymphadenomegaly. Pulmonary, cardiovascular and abdominal examinations
were unremarkable. The abnormal lymphnodes were about 2 cm in diameter,
firm, and non-tender. The patient owned 5 cats and at presentation had signs of
multiple cat scratches and bites on his hands and arms. He was diagnosed with
HIV five years previously. At admission, his CD4 cell count was 286
cells/mm?® (reference range 500-1,500 cells/mm®), and the viral load was
38,100 copies/mL. The patient denied using drug and alcohol.

Additional laboratory findings included anemia (PCV 29 %; reference range
38-50 %, hemoglobin 9.8 mg/dL; reference range 13-18 mg/dL, and
erythrocyte count 3.38 x 10%/uL; reference range 4.4-5.6 x 10%/uL), leukopenia
(leukocytes 3,300 cells/uL; reference range 4,300-10,000 cells/uL),
thrombocytopenia (platelet count 108,000 cells/pL; reference range 150,000-
450,000 cells/uL). There was increased activity of aspartate aminotransferase
(66 UI/L; reference range 15-40 U/L), alanine aminotransferase (79 UIL;
reference range 10-40 U/L), and lactic dehydrogenase (657 U/L; reference
range 240-480 U/L). Urea and creatinine concentrations were within reference
range. Blood cultures yield no bacterial growth and sputum cultures were
negative for acid-fast bacilli (AFB), bacteria and fungi. The patient also tested
negative for hepatitis B and C, human T lymphotropic virus type 1 (HTLV1),

syphilis, chlamydia, and cryptococcus infection. Bone marrow and lymph node
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biopsies and culture were negative for the presence of mycobacterial or fungal
infection .

Abdominal computerized tomography (CT) revealed hepatomegaly,
splenomegaly and hypoechoic lesions on the spleen. There were no lesions
compatible with infective endocarditis on transesophageal echocardiography.
An inguinal node biopsy revealed granuloma with necrosis suggesting cat
scratch disease, and no signs of AFB or fungi. Many bacilli suggestive of
Bartonella spp. were observed with Warthin-Starry stain and antibodies
against Bartonella henselae (1:256) were detected in the patient’s serum.
Treatment was begun with doxycycline and the symptoms subsequently
subsided. He was discharged on antiretroviral therapy and oral doxycycline.

In June 2007, the patient returned to the hospital because of fever, malaise,
weight loss and lymphadenomegaly. He had a past history of rheumatic fever
and severe mitral stenosis. Echocardiography revealed mitral vegetations and
multiple hepatic hypoechoic lesions were found on abdominal CT. Lymph
node biopsy revealed multiple tiny bacilli on Warthin-Starry stain. The patient
had prematurely discontinued antiretroviral and antibiotic treatment, which
may have predisposed to the endocarditis and peliosis hepatic found at
presentation. Therapy was again started with doxycycline and gentamicin for
Bartonella spp. infection. The patient’s symptoms improved and an
echocardiogram 17 days later showed resolution of the mitral vegetations. He
was discharged with antiretroviral therapy and continued on oral doxycycline
for Bartonella spp. infection. Ten months after this discharge the patient
returned for a follow-up visit while taking the recommended therapy. He had

no clinical signs and his laboratory findings were improved (PCV 37.5 %,
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hemoglobin 12.5 mg/dL, erythrocyte count 3.77 x 10%/uL, leukocytes 4,330
cells/uL, platelet count 133,000 cells/uL, aspartate aminotransferase 19 U/L,
and alanine aminotransferase 24 U/L).

During the first hospitalization (2006), EDTA-blood was collected from the
patient and two aliquots of DNA were extracted (DNeasy Blood & Tissue Kit,
Qiagen, Valencia, CA) at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. The
patient’s DNA was tested by PCR for Bartonella spp. infection (1) and
additional PCR protocols for the feline haemoplasmas including Mycoplasma
haemofelis (2), ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (3) and
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (unpublished data) were performed.
These bacteria commonly infect cats and thus the possibility of infection in
this patient was investigated.

The positive controls for M. haemofelis included DNA extracted from
naturally (Genbank accession number: EU930823) and experimentally infected
cats (2). Three positive controls for B. henselae (Type 1, Type 2 and Houston
strain) were kindly provided by Dr. Lynn Guptill at Purdue University.
Negative controls included ultra pure water and DNA extracted from blood
from a healthy person and a non-infected cat. For all the reactions the negative
controls were PCR-negatives.

Amplicons of the expected size were obtained in the Bartonella sp. and M.
haemofelis reactions. The PCR product of 393 bp for the M. haemofelis result
(figure 1) was purified from gel (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Zymo
Research, Orange, CA), cloned (pPGEM®-T EasyVector Promega, Madison,
WI) and sequenced (Purdue Genomics Core Facility at Purdue University,

West Lafayette, IN, USA). The fragment was 100% homologous with the M.
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haemofelis 16S rDNA gene sequences in the GenBank database. To assess the
nearly complete sequence of the 16S rRNA gene, we designed species-specific
primers based on the M. haemofelis sequence (forward primer, 5’ — ATG CAA
GTC GAA CGG ATC TT - 3’ and reverse primer, 5 — TCC AAT CAG AAT
GTT CAC TC - 3’). The PCR product amplified from the patient’s blood was
purified and sequenced. A 1214 bp sequence (isolate Mh.1-BR) was submitted
to GenBank database (accession number: EU888930); it was 99% homologous
with the M. haemofelis.

The possibility that the patient’s cats might be involved in zoonotic
transmission was also investigated. Two weeks after the patient’s first blood
collection, EDTA-blood was collected from the 5 cats, and DNA was extracted
at the Veterinary Hospital of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brazil. Two of the cats were positive by PCR for M. haemofelis
and all 5 cats were positive for Bartonella sp. The cats were not tested for
other infectious agents.

The patient’s DNA was extracted in a different location than the cats; neither
of these locations were the site for amplification of the haemoplasmas. The
PCR-assays for the haemoplasmas were performed in duplicate at two
different laboratories using split-aliquots (Universidade de Sdo Paulo-USP,
Séo Paulo, Brazil and Purdue University, West Lafayette, IN). The PCR results
were reproducible.

During the patient’s second hospitalization, EDTA-blood was again collected
and DNA extracted. The same PCR tests were applied and the patient was

positive for Bartonella sp., but negative for haemoplasmas.
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4.3.4 CONCLUSIONS

We report herein the first case of Mycoplasma haemofelis-like infection
in an HIV-positive patient with disseminated Bartonella henselae infection.
Haemoplasma are a group of bacteria that primarily infect animals. These
organisms target red blood cells and were recently been reclassified within the
genus Mycoplasma. Like most other mycoplasmas, haemoplasma are small
epicellular parasites that lack a cell wall and are susceptible to tetracyclines.
Diseases caused by haemoplasma in animals range from acute hemolytic
anemia to subtle chronic anemia, and may even be asymptomatic. The
organisms may also contribute to the progression of retroviral, neoplastic, and
development immune-mediated diseases in cats (4).
It is generally thought that most species of Mycoplasma are host specific,
however there are occasional reports of infection in an animal species not
perceived as the primary host. These infections may have a pathological
impact particularly when predisposing conditions are present such as
immunodeficiency (5). Reports of infections in humans with haemoplasmas
are rare; it has been suggested that such infections may be seen in
immunocompromised patients and patients following splenectomy (6-8).
Whether or not these authors have identified a putative haemoplasma or
another red cell parasite is unclear. Nonetheless, microorganisms with an
ultrastructure similar to that of haemoplasmas were previously identified in
AIDS patients (6). This organism has not been molecularly characterized.
Haemoplasma infections may occur more frequently than is generally
recognized given that these organisms fail to grow in culture and only a few

laboratories are equipped to detect and identify haemoplasmas (5). Disease
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associations with latent mycoplasma infections in both immunocompromised
and non-immunocompromised patients are now emerging. The growing
numbers of human patients with compromised immune systems living in close
association with cats raises the possibility that haemoplasma infections may
also emerge in this population.

There are no molecular studies documenting haemoplasma infection in humans
to date. However, a haemotrophic mycoplasma infection was previously
reported in a patient with systemic lupus erythematosus (SLE). The 417 bp
sequence detected in this patient also showed 99% sequence homology with
M. haemofelis (9). Sequence data from another haemotrophic mycoplasma
infection in an anemic human patient were reported in GenBank. However, the
sequence of 178 bp of the 16S rRNA gene (accession humber: EU014880) was
more closely related to M. suis and M. wenyonii (96—-100 %) and only 75%
homologous to M. haemofelis (unpublished).

Epidemiologic studies have linked cat bites and scratches as well as flea-
infested cats with transmission of B. henselae to humans (10). Both B.
henselae and B. quintana are recognized as causative agents of bacillary
angiomatosis (BA), bacillary peliosis and cat scratch disease (CSD) in humans.
Peliosis hepatis and lymph node angiomatosis, as seen in this patient, have
been associated with B. henselae infection (11). Mycoplasma haemofelis DNA
also has been detected in cat fleas (Ctenocephalides felis), and C. felis may be
involved in the transmission of M. haemofelis among cats (12). Additional
studies have documented the experimental transmission via administration of
infected blood 1V, IP, and orally. Haemoplasma DNA is present in saliva and

feces of cats, suggesting that aggressive interactions among cats involving
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biting may lead to transmission of the organism (13). To our knowledge, using
PCR there is only one other report that cats can be coinfected with M.
haemofelis and B. henselae (14).

As with other Mycoplasma species, haemoplasma might act as a cofactor in
HIV infection, contributing to the acceleration of the course of the disease
(15). Further studies are needed to establish the role and prevalence of
haemoplasma infection in AIDS patients, as well as the zoonotic potential of

M. haemofelis.
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Figure 1. PCR result for the detection of the Mycoplasma haemofelis-like
organism in an HIV-positive patient. Lane 1, 100 bp marker. Lane 2, positive
control: DNA extracted from the blood of a Mycoplasma haemofelis-positive
cat. Lane 3, Negative control: water. Lane 4, DNA extracted from the blood of

the patient in this study.
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44 ABSTRACT 1

4.4.1 Detection of ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’-like Organism in

Dogs From Brazil

A conventional polymerase chain reaction (PCR) assay recently
developed in our laboratory for the detection of *Candidatus Mycoplasma
turicensis’ in cats was successfully used for the detection of a novel
hemoplasma in dogs. Ten dogs from southern Brazil used in an unrelated
research project involving splenectomy were evaluated. Samples were
collected before the splenectomy and 3, 15 and 30 days after the surgery. PCR
products of 488 bp were amplified from seven of the dogs tested. Clinical and
hematological abnormalities as well as co-infection with another hemoplasmas
were evaluated. Co-infection was present in all the 7 positive dogs; clinical and
hematological abnormalities including anemia and leukocytosis were also
present, however it cannot be concluded that these findings were a direct result
of the novel hemoplasma infection. Sequence analysis of the PCR fragment of
448 bp (without the primers) of the 16S ribosomal RNA gene revealed that the
organism infecting dogs is closely related to the recently described feline
hemoplasma, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (nucleotide sequence
identity was 98 - 100%). The present study suggests the likelihood there is
another specie of hemoplasma infecting dogs besides Mycoplasma haemocanis
and ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’, however further studies are
required. As with other hemoplasma infections, the PCR assay for this novel
organism is needed for its detection in dogs, especially prior to blood donation,

splenectomy, or treatment with immunosuppressive drugs.
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5 DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho trouxe informacgdes importantes sobre a infec¢do dos
hemoplasmas no Brasil.

O diagnostico dos hemoplasmas, como discutido anteriormente, € um
ponto critico para o entendimento e avaliacdo da infec¢do. O fato de que os
organismos ndo se multiplicam em cultura como as demais bactérias, faz-se
dificil o diagnostico e estudos para o desenvolvimento de técnicas de
diagndstico. Até 1998 o diagnostico da doenca estava limitado a observacgdo
dos parasitas no esfregaco sanguineo. Apds os trabalhos de Foley e
colaboradores (1998) e Messick e colaboradores (1998) utilizando técnicas
moleculares baseadas na PCR que a doenca passou a ser diagnosticada. Duas
formas foram identificadas e com patogenias diferentes e terceira espécie
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ foi descoberta apenas em 2005 (WILLI et
al., 2005). O alto custo e a necessidade de pessoal especializado para o uso da
PCR em tempo real, fez com que trabalhos com esta espécie ndao fossem
desenvolvidos no Brasil e outros paises. Este foi o principal objetivo do
primeiro artigo: desenvolver uma técnica de diagnostico que fosse acessivel
para que paises como o Brasil possam utilizar como ferramenta de diagndstico.
O trabalho ndo sO desenvolveu e otimizou a técnica de PCR convencional
como aplicou em amostras coletadas para o diagnostico das demais espécies de
hemoplasmas em felinos (a espécie ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ foi
descoberta no decorrer deste estudo) demonstrando pela primeira vez que a
espécie ‘Candidatus M. turicensis’ é prevalente em gatos domesticos no
Brasil. O primeiro artigo trouxe a preocupacdo de utilizar softwares
disponiveis na internet, visando trazer uma alternativa aos softwares de alto
custo disponiveis no mercado, 0 método utilizado para projetar os primers e 0
protocolo foi utilizado com sucesso também para a otimizacdo de protocolos
previamente publicados e desenvolvimento de protocolos mais eficientes para
a deteccdo dos hemoplasmas.

Utilizando a técnica desenvolvida no primeiro artigo, caes foram testados
com o objetivo de verificar a presenca de espécie semelhante em caninos
(Resumo 1). Os cdes escolhidos para tal foram cdes que estavam sendo

utilizados em uma pesquisa néo relacionada que envolvia esplenectomia. Os
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caes também apresentavam pulgas e carrapatos e era provenientes do Centro
de Controle de Zoonose da cidade de Porto Alegre/RS. O presente trabalho
demostrou pela primeira vez a infeccdo de uma espécie semelhante ao
‘Candidatus M. turicensis’ em caninos. As mesmas questdes relacionadas a
possibilidade de uma nova espécie semelhante ou a transmissao inter espécies
sd0 mantidas neste caso e maiores estudos moleculares sao necessarios para
responde-las.

O segundo artigo traz os dados de prevaléncia no sul do Brasil. Até o
presente trabalho casos ja haviam sido relatados no Brasil porém muito pouco
se sabia da importancia da doenca. Visto a diferenca climatica e condic6es dos
vetores no Brasil, a davida quanto a prevaléncia das espécies permanecia. O
estudo da prevaléncia demonstrou que a infeccdo com as 3 espécies de
hemoplasmas de felinos sdo comuns e importantes no Brasil, assim como em
outros paises. Porém a comparagdo com os dados de prevaléncia deste trabalho
com os dados de outros trabalhos em diferentes paises se fez dificil devido a
diferenca das populacdes estudadas e métodos utilizados por diferentes
autores. Um dado interessante obtido neste trabalho foi a associacédo da espécie
‘Candidatus M. haemominutum’ com anemia. Visto que esta espécie ndo é
considerada patogénica por outros autores. Com esses resultados podemos
especular que é possivel existir uma diferente forma, mais patogénica,
infectando gatos no Brasil.

O terceiro artigo foi o primeiro relato da infeccdo por micoplasma
hemotréfico em um paciente humano. Varias evidéncias de que a infec¢do por
hemoplasmas era possivel em humanos, principalmente imunocomprometidos,
apontavam para a necessidade de um estudo investigativo na tentativa de
verificar a presenca da infeccdo por hemoplasmas. O paciente do caso
apresentado possuia todos os fatores que consideramos de risco para a
infeccdo: apresentava-se imunocomprometido, convivia com 5 gatos com a
presenca de pulgas e ele havia sido mordido e arranhado por um dos gatos a
ponto de ser infectado por B. hanselae. Quanto a possibilidade de transmissédo
do gato para o humano, podemos apenas especular, porém ndo podemos
concluir que tenha ocorrido, visto que nao foi possivel um estudo comparativo
das sequiéncias dos animais e do paciente e o estudo de outro gene do isolado

humano, como o gene RNAse P. A analise do gene RNAse P ndo foi possivel,
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principalmente pela co-infecgdo por Bartonella sp., visto que os primers
disponiveis ndo sdo especificos. O paciente em questdo apresentava anemia,
porém tambem ndo podemos concluir que a anemia foi causada pela infecgéo,
visto que 0 paciente possuia outras doencas concomitantes. No entanto
podemos apenas concluir que pacientes imunocomprometidos podem ser
infectados com hemoplasmas, porém mais estudos devem ser conduzidos para
investigar a importancia e o agente etiologico da infeccdo em humanos.

Muitas sdo as questdbes a serem respondidas em relacdo aos
hemoplasmas. Visto a importancia e a alta prevaléncia da infec¢cdo em animais
de companhia e a possibilidade de se tornar uma doenca emergente em
humanos, maiores estudos devem ser conduzidos. As perspectivas para futuros

estudos sdo:

- Avaliar a divergéncia evolutiva das espécies de hemoplasmas com as
outras espécies da familia Mycoplasmataceae.

- Definir um minimo de genes requeridos para diferenciar e avaliar
funcionalmente as espécies de hemoplasmas.

- ldentificar genes que possam ser especificamente requeridos para a
sobrevivéncia, adaptacdo e viruléncia dos organismos, especialmente
aqueles responsaveis pelo parasitismo no eritrocito.

- Identificar deficiéncias metabolicas especificas no genoma dos
hemoplasmas a fim de desenvolver um método de cultura in vitro.

- Identificar dominios que responsaveis por gerar o reconhecimento pelos
anticorpos do hospedeiro a fim de desenvolver uma técnica sorolégica
de diagnostico e no futuro uma vacina contra 0os hemoplasmas.

- Investigar o papel zoonotico dos hemoplasmas.

Vaérios destes trabalhos estdo em desenvolvimento na Universidade de
Purdue e foram acompanhados durante o estdgio no exterior. Dentre as

técnicas acompanhadas estdo:

Desenvolvimento do mapa 6tico para Mycoplasma haemofelis.
O tamanho do genoma completo do Mycoplasma haemofelis foi

identificado através da construgdo de uma biblioteca genémica utilizando
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cromossomo bacteriano artificial (BAC) e o mapa fisico utilizando pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) que revelou o tamanho do genoma de 1199 kb
(desvio padrao de 13.5 kb) (MESSICK & BERENT, 2003). No entanto, 0s
demais hemoplasmas ainda possuem o0 genoma desconhecido e as analises
filogenéticas sdo baseadas apenas nos genes 16S rRNA e RNAse P. Apesar de
trabalhos serem desenvolvidos com infecgdo experimental de sangue de felino
infectado com hemoplasmas e inoculado em cées e vice-versa sem 0
desenvolvimento da doenca, especula-se que o0 gato pode agir como
reservatorio para infecgdo em cées bem como a transmisséo inter-espécies é
possivel. Trabalhos também foram realizados na tentativa de se provar que as
espécies M. haemofelis e M. haemocanis séo espécies distintas. Neste trabalho
0 gene RNAse P foi utilizado por se tratar de um gene apresentando maior
diversidade que o gene 16S rDNA que é conservado entre as espéecies. Uma
diferenca de 5% na sequiéncia suporta a hipotese de que M. haemofelis e M.
haemocanis sdo espécies distintas porém, segundo Olsen & Woese (1999)
mais moléculas e genes diferentes devem ser comparados para determinar e
diferenciar uma espécie de outra. Durante o periodo na Universidade de
Purdue, West Lafayette, U.S.A, um mapa 0tico para M. haemofelis a partir de
um felino experimentalmente infectado e utilizando a enzima de restrigdo Ncol
foi desenvolvido (figura 1) (ASTON et al., 1999). O mapa 6tico demostrou que
0 genoma completo do M. haemofelis consta de 1207 Kb (110 fragmentos
quando utilizada digestdo total pela enzima de restricdo Ncol) em tamanho,
concordando com o trabalho realizado por Berent & Messick (2003). O
desenvolvimento de mapas Oticos para as outras espécies de hemoplasmas é
uma alternativa na tentativa de responder a questdo de que as espécies
filogeneticamente relacionadas como M. haemofelis e M. haemocanis tratam-
se de espécies distintas. Ao contrario das técnicas convencionais, 0 mapa 6tico
utiliza moleculas unicas de DNA linearizadas digeridas por enzimas de
restricdo e marcadas com florescéncia em uma lamina de vidro cuja
observagdo se da por microscopia, independentemente do uso de
sequenciamento e eletroforese. A técnica permite a utilizacdo de moléculas de
tamanhos variados e o resultado é a soma de milhares de fragmentos
redundantes, resultado da restricdo enzimatica total e parcial, analisados por

um software (ASTON et al., 1999). A utilizagdo de mapas Oticos € uma



131

alternativa para o acesso de genomas completos, principalmente para
organismos que nao se multiplicam em cultura (SAMAD et al., 1995).

Além do uso do mapa 6tico como alternativa na comparacao das espécies
de hemoplasmas, o objetivo de sua construcdo é acelerar 0s processos de
sequenciamento e verificar a presenca ou auséncia de regides quiméricas nos
clones BAC previamente descritos por Berent & Messick (2003). Os
resultados dos trabalhos de construcdo de uma biblioteca completa do M.
haemofelis podera trazer um grande impacto em se tratando de taxonomia e
evolucdo dos micoplasmas, visto que h& a hipdtese de que genes dos
hemoplasmas podem ter sido retidos ou adquiridos durante o processo de
evolucdo redutiva dos micoplasmas. O melhor entendimento sobre o
parasitismo no eritrocito também podem ser esclarecido.

Um segundo projeto em andamento na Universidade de Purdue, e
acompanhado durante o estagio no exterior, utiliza a construcdo de uma
biblioteca gendmica de expressao utilizando o vetor ZAP Il (Stratagene, La
Jolla, CA, USA) e combinada com a técnica utilizando o equipamento
Luminex®System (Luminex corporation, Austin, Texas, USA), com o objetivo
de identificar dominios responsaveis pela resposta imune do felino ao
Mycoplasma haemofelis (este estudo é financiado pela Morris Animal
Fundation).
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QOptical Map of M. haemofelis - Noal

M. hasmofelis Purdue Nool

Total length (kk): 1207
Total fragments: 110

Molecule maps: 409

Total coverage: T4

Figura 1. Mapa 6tico do Mycoplasma haemofelis utilizando a enzima de
restricdo Ncol. (OpGen, Inc.)

Durante 0 estagio no exterior 0s seguintes protocolos foram
desenvolvidos e/ou otimizados:

Diagnéstico pela PCR para hemoplasmas

Vaérias técnicas baseadas na PCR sdo disponiveis para a deteccdo dos
hemoplasmas. No entanto algumas técnicas foram desenvolvidas previamente
a disponibilizacdo de softwares para a escolha de primers, verificacdo de
formacdo e primer-dimer ou hairpin e para a otimizacdo dos protocolos.

Mesmo com as técnicas por PCR em tempo real disponiveis, o alto custo de
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equipamentos e necessidade de pessoal especializado traz a necessidade do uso
de técnicas convencionais em paises como o Brasil e outros paises. Por essas
razdes, um protocolo para a nova espécie ‘Candidatus M. turicensis’ (Artigo 1)
e 0s protocolos para M. haemofelis que pode ser também utilizado para M.
haemocanis (MESSICK et al., 1998) foram otimizados, um novo protocolo
para ‘Candidatus M. haemominutum’ foi desenvolvido e adicionalmente um
protocolo especifico para hemoplasmas e que no caso dos felinos, detecta as 3
espécies de hemoplasmas em uma Unica reacdo, também foi desenvolvido.
Devido ao alto custo dos softwares especializados, foi utilizada uma
combinacdo de programas disponiveis na internet. Para projetar os primers
(para os novos protocolos) e otimizagdo dos ensaios, 0s seguintes passos foram

seguidos:

Iniciadores (primers)
A escolha de primers adequados é fundamental para o sucesso da PCR.
Os primers projetados para os protocolos desenvolvidos e otimizados neste

estudo foram baseados no gene 16S rRNA dos hemoplasmas.

Sequéncia de consenso para hemoplasmas.

Para projetar os primers, o primeiro passo utilizado foi a obtencéo das
sequéncias dos hemoplasmas na base de dados do GenBank e a construcao de
sequiéncias de consenso para cada hemoplasma em questdo, com a finalidade
de evitar utilizar uma seqliéncia modelo contendo possiveis erros que nao
representam a sequiéncia real do organismo como erros decorrentes da falha da
polimerase durante as reaces da PCR. Para a construcdo das seqliéncias de
consenso foi utilizado o programa CLUSTAL W, disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) (THOMPSON et al., 1999).
As seqliéncias consenso foram obtidas e salvas em arquivos tipo FASTA para

sua utilizacdo nos passos seguintes.

Escolha dos primers
As seqliéncias de consenso foram entdo utilizadas para a realizacdo de
multiplos alinhamentos utilizando o mesmo programa (CLUSTAL W) com a

finalidade de se selecionar visualmente regides do gene 16S RNA especificas
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para a espécie alvo, ou no caso do protocolo comum para as 3 espécies de
hemoplasmas de felinos, regiGes consenso para os hemoplasmas porém
distintas para outros micoplasmas e outros parasitas como Bartonella sp. que
podem estar presente no sangue de felinos.

Com base nas analises comparativas das sequéncias utilizadas no presente
estudo, foram avaliadas as regides conservadas e ndo conservadas do gene 16S
rRNA de cada protocolo selecionada para a escolha dos primeiro primer
(upstream).

As seguintes regras foram seguidas para a escolha dos primers: a)
tamanho entre 18 e 24 pb; b) porcentagem de GC entre 35 e 60%; c)
temperatura de hibridizacéo entre 55 e 58% (HENEGARIU et al., 1997).

O segundo primer (downstream) foi obtido com auxilio do programa
Primer3, disponivel em http://primer3.sourceforge.net/ (ROZEN &
SKALETSKY, 2000). O programa Primer3 fornece downstream primers
compativeis com o upstream selecionado manualmente e de acordo com o
tamanho do produto desejado. Dentre os primers fornecidos, foram
selecionados downstream primers baseados em Tm similares, minimo score
para complementaridade entre os dois primers (formacdo de hetero-dimero) e
minimo score para complementaridade na extremidade 3’ (formacéo de homo-
dimero e/ou hairpin).

Adicionalmente dois programas foram utilizados para testar as
propriedades individuais de cada primer: a) o programa SMS - Sequence
Manipulation Suite disponivel em http://bioinformatics.org/sms2/index.html
(STOTHARD, 2000) que confere as propriedades individuais de cada primer
separadamente e: b) IDT science tools, Oligo Analyser 3.1 (© Copyright 2008
Integrated DNA Technologies, Inc) disponivel em
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ que também
confere propriedades individuais dos primers e adicionalmente confere para a

formacéo de hetero-dimeros.

Especificidade dos primers
A especificidade dos primers foram testadas primeiramente virtualmente
utilizando-se a ferramenta BLASTN, disponivel em

http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi. O utilizar a ferramenta BLASTn
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(ALTSCHUL et al., 1990) para seqiiéncias pequenas como primers, alguns
cuidados devem ser tomados para evitar falsos resultados. O programa néo
reconhece sequiéncias menores que 30 pb, no entanto, o proprio programa
recomenda a utilizacdo de pelo menos 30 Ns entre as duas sequéncias dos
primers, ambos na diregdo 5’ — 3’. Adicionalmente deve-se modificar 0s
parametros “word size” para 7, “expected value” para 1000 e ndo utilizar o
filtro “low complexity”(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). Os primers entéo
foram alinhados considerando primeiramente a colecdo completa de
sequéncias de nucleotideos disponiveis na base de dados e posteriormente
considerando o género Mycoplasma spp. e Bartonella spp. E importante
ressaltar que devido a grande quantidade de sequéncias na base de dados os
resultados quando testados considerando a colecdo completa de sequéncias
pode ndo revelar importantes alinhamentos, por essa razdo a pesquisa também
foi realizada limitado-se aos organismos de interesse para o protocolo em
questao.

Os oligonucleotideos selecionados para cada protocolo foram
sintetizados (IDT © - Integrated DNA Technologies Coralville, 1A, USA) e
testados utitilizando-se controles para hemoplasmas e Bartonella spp. para
confirmar a especificidade.

Otimizagéo.

Protocolo inicial

Como ponto inicial de cada protocolo, foi utilizado o website Oligo —
PCR Ta OPT Calculator Program, disponivel em
http://webu.co.uk/oligo/index.php, que calcula a temperatura de hibridizacédo
(Ta) otima para cada protocolo baseada nos primers e produto a ser
amplificado assim como condi¢bes da reacdo em baseadas em diferentes
técnicas baseadas na PCR. Para a otimizacgdo foi utilizado o protocolo basico
sugerido pelo programa. As condicGes iniciais referentes as concentragdes dos
reagentes foram as seguintes: tampédo 1X, concentragdo de MgCl, 1.5 mM,
concentracdo de dNTPs 200 uM, concentracdo de cada primer 0,04 pmol e 1
U/uL de Taq polimerase (WHITE, 2005). Apds o ponto inicial alguns
parametros foram otimizados de acordo com a necessidade de cada protocolo.
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Os gerais para a otimizagéo estdo resumidos a seguir.

Gradiente (Ta)

Para otimizar a temperatura de hibridizacdo um experimento utilizando
gradiente de temperatura foi realizado com o termociclador Eppendorf ©
Mastercycler® gradient thermocycler (Eppendorf Scientific, Inc., Westbury,
NY, USA). A temperatura de hibridizacdo € diretamete relacionada com o
tamanho e composicdo dos primers. Baixas temperaturas de hibridizacdo
podem resultar na presenga de pareamentos inespecificos enquanto que altas
temperaturas aumentam a especificidade porém pode reduzir a sensibilidade do
teste. Fato particularmente importante em se tratando de hemoplasmas pela
presenca do estado de portador com baixa parasitemia. Previamente ao
experimento, diluicdes (10" até 10°) das amostras utilizadas como controle
foram efetuadas e a menor concentragdo positiva pela PCR inicial assim como
uma amostra com alta concentracdo de DNA foram utilizadas simultaneamente
para o gradiente que foi realizado utilizando-se pelo menos 5°C abaixo e 5°C

acima da Ta calculada pelo programa Oligo — PCR T, °°" Calculator.

Concentracdo de primers
Para avaliar a 6tima concentracdo dos primers experimentos contendo
diferentes concentracGes foram realizados. As concentracdes variaram de 0,08

a1 uM para cada primer.

Concentracéo do tampéo

O componente critico do tampé&o é o KCI na concentracdo de 50 mM que
pode afetar a estabilidade dos pareamentos. No entanto maiores concentracfes
do tampéo sao requeridas para aquelas sequéncias ricas em CGs, aumentando a
eficiéncia da reacdo (SARKAR et al., 1990). Pelo fato do gene alvo para os
protocolos (16S rDNA) ser rico em ATs (aproximadamente 55%),

experimentos com diferentes concentracdes do tampao ndo foram realizados.

Concentracéo de MgCl,
A concentracdo de coreto de magnésio é critica para a PCR. O cloreto de

magnésio atua como um co-fator da atividade da Polimerase. Considerando
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que a eficiéncia da atividade da Taqg polimerase e o hibridizacdo dos primers
dependem da concentracdo de MgCl,, a sua amplitude de variagdo deve ser
muito estreita, uma vez que concentragdes incorretas podem resultar em baixa
eficiéncia de amplificacdo (baixas concentracdes) ou na producdo de produtos
ndo especificos (altas concentracdes) (WOLFF et al. 1993), experimentos
mantendo todos 0s demais parametros constantes e variando a concentracéo de

MgCl, de 0,5 a 4 mM foram realizados.

Deoxinucloetideos (ANTPS)

Os dNTPs séo a maior fonte de grupos fosfato na reacdo, mudancas na
sua concentracdo afetam a disponibilidade de magnésio (HENEGARIU et al
1997). Diferentes concentracdes também foram testadas para a otimizacdo da

concentracdo de dNTPs. As concentragdes variaram de 50 a 200 pM.

Otimizacao do protocolo para M. haemofelis

No presente trabalho o protocolo para a deteccdo do M. haemofelis foi
otimizado a partir do protocolo proposto por Messick e colaboradores (1998).
Para tanto os parametros: Ta, concentracdo de magnésio, tempo de
desnaturacdo, tempo de hibridizacdo, tempo de extensdo e numero de ciclos
foram otimizados como descrito acima.

Os primers utilizados manteram-se 0s mesmos descritos por Messick e

colaboradores (1998), gerando um produto de 392 pb. S&o eles:

HfelisF1-5"-GAC TTT GGT TTC GGC CAAGG -3
H felis R3-5" CGA AGT ACT ATC ATAATTATCCCTC-3

A otimizacdo foi conduzida utilizando-se o kit GoTaq® flexi DNA
Polymerase (Promega, Madson, WI). O termociclador utilizado foi Eppendorf
® Mastercycler® gradient thermocycler (Eppendorf Scientific, Inc., Westbury,
NY). As condigdes da reagdo se encontram na tabela 1 e 2
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Tabela 1. Condigdes da reacdo para o protocolo de PCR convencional

otimizado para o diagnostico do Mycoplasma haemofelis.

Concentracao
x Volume em
Reagente Concentracdo  para cada uL
amostra
H,0 9,75
Tampao (green) 5x 1 5
MgCl, 25 mM 2 2
dNTPs 2.5 mM 0,2 2
H felis F1 10 pmol 0,2 0.5
H felis R3 10 pmol 0,2 0.5
Taq Polimerase 5 U/uL 0,25 0,25
Amostra de DNA 5
Total da reacédo 20 25

Tabela 2. Condi¢6es do termociclador para o protocolo de PCR convencional

otimizado para o diagnostico de Mycoplasma haemofelis.

Atividade Temperatura e tempo
Denaturacéo inicial 95°C por 2'
Denaturacao 94°C por 45"
Hibridizacédo 53°C por 30
Extensao 72°C por 30"
Ndmero de ciclos 34
Extenséo final 72°C por 5'
Espera 4°C

Otimizacao do protocolo para ‘Candidatus M. haemominutum’

O protocolo para a deteccdo do ‘Candidatus M. haemominutum’ foi
otimizado a partir do protocolo proposto por Foley e colaboradores (1998).
Durante o trabalho foi observado que o protocolo favorecia a formacdo de
primer-dimer, para tanto, um novo protocolo para a deteccdo do ‘Candidatus
M. haemominutum’ foi desenvolvido. Os primers utilizados foram o0s

seguintes, gerando um produto de 454 pb:

LHF15 - AGC GTT CTG GGA AAC TAGAG -3’
LHR15 -GAC AAACGATATCTATCACA-3

A otimizagdo foi conduzida utilizando-se 0s mesmos reagentes e

equipamentos. As condicdes da reacdo se encontram na tabela 3 e 4:
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Tabela 3. Condigdes da reacdo para o protocolo de PCR convencional

desenvolvido para o diagnéstico do ‘Candidatus Mycoplasma

haemominutum’.

Concentragéo
« Volume em
Reagente Concentracao para cada uL
amostra
H20 9,25
Tampao (green) 5x 1 5
MgCl, 25 mM 1,5 1,5
dNTPs 2,5mM 0,2 2
LHF1 10 pmol 0,2 0,5
LHR1 10 pmol 0,2 0.5
Taq Polimerase 5 U/uL 0,25 0,25
Amostra de DNA 5
Total da reacédo 20 25

Tabela 4. CondicGes do termociclador para o protocolo de PCR convencional

desenvolvido para o0 diagnostico de ‘Candidatus  Mycoplasma

haemominutum’.

Atividade Temperatura e tempo
Denaturacdo inicial 95°C por 2'
Denaturagéo 94°C por 1'
Hibridizacdo 55°C por 30™
Extenséo 72°C por 30"
NUmero de ciclos 34
Extenséo final 72°C por 5'
Espera 4°C

Protocolo especifico para a deteccdo de micoplasmas hemotroficos

O desenvolvimento de um protocolo especifico para os hemoplasmas

veio da necessidade de se ter uma ferramenta de baixo custo, que sirva de

triagem de animais para doacdo de sangue e para selecionar animais para

pesquisa e triagem clinica para infeccdo por hemoplasmas. Outra utilidade para

0 protocolo é a procura de novas espécies, independente do hospedeiro a ser

testado. Para tanto o protocolo foi desenvolvido utilizando primers projetados

para uma regido do gene 16S rRNA comum aos hemoplasmas porém

divergentes aos demais micoplasmas e hemoparasitas.

Os primers utilizados geram um produto de 465 a 469 pb dependendo da
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espécie. O protocolo foi otimizado seguindo 0s mesmos passos descritos
acima. As figuras 2 e 3 demonstram parte da otimizacdo do protocolo.

Lana 1: 100 bp ladder
12345678 i
Lane 2: Megative Control
(water)

Lane 3: 10!
Lane 4: 10¢
1000bp = _
Lana 5: 103

E00bp =
? 4
100bD > Lane G: 10
Lane ¥: 105
Lane 8: 10%

Figura 2. PCR convencional desenvolvido para a deteccdo de micoplasmas
hemotroficos. DiluicGes seriadas utilizando amostra controle positiva para
Mycoplasma suis para determinar o limite e detecgao.

- 1: 100 bp Isdder
123 4567 89101112131415 i
20 100107 = B
A1 100 R 52700
12 10010~ F 547G
S5M3 10" 10 @ 55.4°C
1000bp = B/14: 10010° @ 56.8°C
E00bp = TS 10"108 @ 58.1°C
100bp = B 10" @ 58200
& negative

contnol {waler) 5547 C

Figura 3. Gradiente de temperatura aplicado ao PCR convencional
desenvolvido para a detec¢do de micoplasmas hemotroéficos utilizando amostra
controle positiva para Mycoplasma suis em alta e baixa concentrages.
Canaleta 2-8: Amostra diluida 1/10, linha 10 a 15 amostra diluida 1/200000.
Canaleta 1 — marcador de peso molecular de 100 pb. Canaleta 9 — controle

negativo.
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Baseando nos resultados laboratoriais combinados com os softwares,
concluiu-se que o protocolo desenvolvido apresenta alta sensibilidade nas

temperaturas de 51,6 a 58,8 °C.

1:100 vn Bddar

2: nagel ez canlml

28 bensb,

123456 78 910111213 14 1516 it

5: M ol
G CW. tmmombgam,
7: M hmocant,
3 O Lprtoamsk
M
10: M ggneand,
11: Haniadad =
12: Hanhiactad dag
11: Haniadiad  ph
14: Chksl= =ampk
15: Han-hiaced wakiby
16: nagalle canial

1000bp =
S00bp =
100bp =

Figura 4. PCR convencional desenvolvido para a detec¢do de micoplasmas

hemotrdéficos utilizando amostras de diferentes espécies.

Em conclusdo, uma nova ferramenta de diagnostico para a detec¢do de
hemoplasmas foi desenvolvida. A utilizacdo deste protocolo é eficiente para
reduzir os custos na pesquisa, principalmente estudos de prevaléncia,
utilizando-se o protocolo como triagem. O American College of Veterinary
Internal Medicine (ACVIM) ja recomenda o diagndstico de hemoplasmas em
caes e gatos para doagdo de sangue (WARDROP et al., 2005). No caso de
triagem para doadores de sangue, o tempo e custo também podem ser
reduzidos, pois o resultado negativo para este protocolo significa a auséncia de
qualquer espécie de hemoplasmas. A utilizacdo para triagem de animais para
pesquisa cientifica é também de extrema importancia, visto o caso dos canis de
beagles infectados por M. haemocanis utilizados para pesquisa nos Estados
Unidos e Europa e podendo estar interferindo em resultados de diversos

trabalhos utilizando o cdo como modelo, inclusive para medicina humana.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho trouxe elucidagdes sobre a infeccdo por

hemoplasmas em animais de companhia no Brasil e permitiu concluir-se que:

A espécie ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ esta presente na
populacédo de felinos domésticos na regido de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brasil.

A s trés espécies de hemoplasmas sdo prevalentes em gatos domésticos
na regido de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

A espécie mais comum infectando gatos é ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’.

Anemia € associada a infeccdo por Mycoplasma haemofelis e
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’.

Os principais fatores de risco da infeccdo em felinos séo associados a
animais com acesso a rua, e do sexo masculino.

Técnicas convencionais pela PCR foram desenvolvidas e otimizadas e
estdo disponiveis para o diagnostico das 3 espécies de hemoplasmas em
felinos.

Um técnica de triagem clinica, pesquisa ou doadores de sangue para oS
hemoplasmas foi desenvolvida e otimizada.

O diagndstico para hemoplasmas em animais a serem usados para
pesquisa cientifica é recomendado.

A deteccdo de hemoplasmas para a triagem de animais doadores de
sangue é recomendada.

Cées podem ser infectados com uma nova espécie de hemoplasma
semelhante ao ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’.

Humanos podem ser infectados por micoplasma hemotréfico semelhante
ao Mycoplasma haemofelis.

A importancia da infeccdo por hemoplasmas em humanos,
principalmente imunocomprometidos, deve ser investigada.

Estudos moleculares dos hemoplasmas devem ser realizados para melhor
compreender a patogenia da doenca.

O desenvolvimento de uma ferramenta de diagnostico baseada em
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sorologia é crucial para monitorar a doenga e a resposta do hospedeiro.
- Mais estudos moleculares devem ser realizados para melhor entender a

patogenia, rotas metabolicas, e a propria natureza dos hemoplasmas.
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