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Abstract: Hemoplasmosis is a disease caused by ubiquitous bacterial agents, called hemotropic mycoplasmas, that infect
erythrocytes of several mammals and are cause of hemolytic anemia. There are three species that may infect cats —
Mycoplasma haemofelis, “Candidatus Mycoplasma haemominutum” and “Candidatus Mycoplasma turicensis” —
presenting different degrees of pathogenicity. The present study aimed to determine, by molecular techniques, the
presence of infection caused by these agents in a colony of 157 stray cats from Faro Island. DNA samples, isolated from
peripheral blood of the tested animals, were submitted to PCR to amplify a 16S rDNA gene fragment of Mycoplasma
spp.. PCR products were, then, submitted to restriction enzyme hydrolysis or DNA sequencing to identify the infecting
species. In parallel, the studied population was categorized by age, sex and presence of ectoparasites; potential
relationships between Mycoplasma spp. infection and epidemiological variables were also investigated. A percentage of
20.4% positive PCR results was obtained. The percentage for the different species was, in order of decreasing percentage:
7% for “Candidatus Mycoplasma haemominutum” single infection, followed by Mycoplasma haemofelis with 4.46% and
“Candidatus Mycoplasma turicensis” in 1.72% of samples. Mixed infection of Mycoplasma haemofelis and “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” was found in 7.64% of the animals. Statistical analysis showed a significant association
between Mycoplasma spp. infection and being male or adult. The present work contributed to increase the knowledge
about hemotropic mycoplasmas infection in stray cats from Faro Island, not only in relation to their distribution and

different infecting species, but also to its associated risk factors.
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1. INTRODUCAO

Os  micoplasmas  hemotropicos, ou
hemoplasmas, sdo bactérias ndo cultivaveis
in vitro, pleomorficas, que infectam os
eritrocitos, aderindo a sua superficie. Estes
infectam varios mamiferos, podendo
provocar-lhes anemias hemoliticas mais ou
menos graves (Sykes, 2010). As espécies
infectantes para o gato, inicialmente
denominadas de Eperythrozoon felis ou
Haemobartonella felis, consideradas como
causa da Anemia Infecciosa Felina,
passaram, com a emergéncia dos métodos
moleculares, a ter a designacdo de
micoplasmas (Small & Ristic, 1971;
Neimark et al., 2001; Sykes, 2010). Tal
ficou a dever-se a andlise da sequéncia dos
genes que codificam a subunidade 16S do
rRNA e respectiva andlise filogenética
(Neimark et al, 2001; Neimark et al., 2002,
Tasker et al., 2003a; Peters et al, 2008;
Sykes, 2010; Hicks et al, 2014).
Actualmente, considera-se que as principais
espécies que infectam o gato sdo
Mycoplasma  haemofelis, “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” e
“Candidatus Mycoplasma turicensis”. As
duas ultimas surgem, regra geral, em
infeccBes secundarias, no caso de animais
com doencas concomitantes ou
imunossupressao. “Candidatus
Mycoplasma turicensis” aparece, com
frequéncia, em co-infeccdo com as outras
espécies. Mycoplasma haemofelis é
responsavel por grande parte das anemias
hemoliticas  primarias  causadas por
micoplasmas hemotropicos, sendo
considerada a mais patogénica (Willi et al.,
2006; Barker & Tasker, 2013). O modo de
transmissdo dos hemoplasmas felinos néo
se encontra, ainda, bem esclarecido, embora
se pense que possa ocorrer, de forma
indirecta, através da picada da pulga ou,
directamente, através de actividades de luta
e mordeduras.

Mycoplasma spp. apresenta distribuicédo
ubiqua, com prevaléncias entre 8% e 46,7%
(Criado-Fornelio et al., 2003; Tasker et al.,
2003Db; Lobetti & Tasker, 2004; Luriaetal.,

2004, Tasker et al., 2004; Sykes et al., 2007;
Bauer et al., 2008; Gentilini et al., 2009;
Niblett et al., 2009; Maher et al., 2010;
Niblett et al., 2010; Tanahara et al., 2010;
Georges et al., 2012; Jenkins et al., 2013).
Em Portugal, estes valores variam entre
27,1% e 43,44% (Martinez-Diaz et al.,
2013; Pais, 2013; Duarte et al., 2014;
Vicente, 2015). Os animais com
hemoplasmose apresentam,
frequentemente, anemia, acompanhada de
taquicardia e  taquipneia, apatia,
inapeténcia, desidratacdo, pirexia e palidez
das mucosas (Tasker, 2006; Sykes, 2010;
Tasker 2010). Inicialmente detectados por
observacao citologica em esfregaco de
sangue, técnica pouco sensivel, a deteccédo e
identificacdo dos agentes é, hoje, feita com
recurso a técnica de PCR, sendo este,
actualmente, considerado o método de
referéncia (Sykes, 2010, Messick &
Harvey, 2011). Com o presente trabalho
pretendeu-se,  através de  técnicas
moleculares, avaliar a presenca e a extensao
da infeccdo pelas trés principais espécies de
micoplasmas hemotropicos felinos, numa
coldnia de gatos errantes que habita a llha
de Faro. Foi, ainda, intencdo, identificar
eventuais associagdes entre a infeccdo
causada por estes agentes e algumas
variaveis epidemioldgicas.

2. MATERIAIS E METODOS

No ambito de uma colaboracdo entre a
Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias (FMV-ULHT) e a Associacao
“Change for Animals Foundation”, para
uma campanha de esterilizagdo de uma
colonia de gatos errantes residente na lIlha
de Faro, foi feita a recolha de sangue
periférico a 157 gatos. A recolha das
amostras de sangue foi realizada como parte
dos procedimentos pré-cirargicos. O sangue
foi colhido para tubos com EDTA e
conservado a -20 °C até a data de
processamento. Para cada animal foram,
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também, recolhidas informagdes sobre a
idade, sexo e presenca de ectoparasitas.

A extraccdo de DNA do sangue periférico
foi realizada com recurso ao kit comercial
“DNeasy® Blood & Tissue Kit” (Qiagen),
de acordo com as instrugcfes do fabricante.
Apo6s a avaliagdo da integridade fisica do
DNA, por electroforese em gel de agarose a
0,8% (m/v), procedeu-se a amplificacdo de
um fragmento de 177 pb do gene da beta-
glucoronidase felina (fGUSB), através de
uma técnica de PCR convencional, que
permitiu avaliar a auséncia de inibidores da
reaccdo no DNA isolado. A mistura
reaccional, num volume final de 25 nL,
continha 10 picomol (pmol) de cada primer
especifico (Fw:
GCGTTCCTTTTGCGAGAGAG; Rev:
GCTGTGGAAGTTGCCCCTTA), 1x
MyTaq™ Reaction Buffer (Bioline), 1 U de
MyTaq™ DNA Polimerase (Bioline), 2 a 7
puL de gDNA e agua desionizada estéril até
perfazer o volume final. As condigdes de
amplificacdo consistiram num passo inicial
de desnaturacdo a 95 °C, durante 1 minuto,
seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a
95°C, durante 15 segundos, annealing a 55
°C, durante 15 segundos, e extensdo a 72
°C, durante 15 segundos; a reaccgdo
terminou ap6s uma extenséo final a 72 °C,
durante 7 minutos. A reac¢do de PCR foi
efectuada num termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen). Em todas as reaccdes de PCR, foi
incluido um controlo negativo e um
controlo positivo.

Para a deteccdo de DNA de Mycoplasma
spp., foi efectuada uma reaccdo de PCR
convencional, para amplificacdo de um
fragmento do gene 16S rDNA (Criado-
Fornelio et al., 2003). A mistura reaccional,
num volume final de 25 uL, continha 10
pmol de cada primer especifico (tabela 1),
1x MyTaq™ Reaction Buffer (Bioline), 1U
de MyTaq™ DNA Polimerase (Bioline), 5 a
10 pL de DNA e agua desionizada estéril
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até perfazer o volume final. Os primers
utilizados, descritos por Criado-Fornelio et
al. (2003), sdo universais para Mycoplasma
spp. (tabela 1). As condi¢cbes da PCR
consistiram num  passo inicial de
desnaturacdo a 94 °C, durante 3 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a
94°C, durante 30 segundos, annealing a 58
°C, durante 30 segundos, e extensdo a 72 °C
durante 48 segundos; a extensdo final foi
realizada a 72 °C, durante 5 minutos. A
reaccdo de PCR foi efectuada num
termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen). Em
todas as reaccGes foram incluidos, dois
controlos negativos e um controlo positivo.
Os produtos de PCR foram, posteriormente,
submetidos a hidrolise com as enzimas de
restricdo Xce I, EcoR | e Tai | (Thermo
Scientific), de forma a identificar a espécie
de Mycoplasma presente nas amostras em
estudo. Para cada uma das enzimas
mencionadas, foi efectuada a reaccdo de
hidrélise, de acordo com as instrugdes do
fabricante. A visualizacdo dos resultados foi
feita submetendo os produtos de hidrélise a
electroforese em gel de agarose a 3% (m/v).
Os perfis de restricdo para cada espécie séo
apresentados na tabela 2. Em quatro das
amostras a identificagdo da espécie foi
conseguida por sequenciacdo dos produtos
de PCR. Para tal, efectuou-se a purificacao
dos fragmentos amplificados, com recurso
ao “JETQUICK PCR Product Purification
Spin Kit” (Genomed), e posterior envio
para a empresa STABVida, onde foram
submetidos a reaccdo de sequenciacgao pelo
método de Sanger. As sequéncias de DNA
foram determinadas em ambos o0s sentidos,
tendo sido obtidas sequéncias consenso que
foram, depois, analisadas através do
programa “Basic Local Alignment Search
Tool” (BLAST) (disponivel em
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PA
GE_TYPE=BlastSearch), para se
determinar a espécie de micoplasma
presente.
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Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo do DNA de Mycoplasma spp. (Criado-Fornelio

etal., ZUUg).
Sequéncia dos primers (5°-3%)

Dimensao (pb)

Fw: ATACGGCCCATATTCCTACG
Rev: TGCTCCACCACTTGTTCA

Mycoplasma haemofelis: 595/ “Candidatus
Mycoplasma haemominutum™: 618

Tabela 2 — Perfis de restricdo dos produtos de PCR para identificacdo da espécie de micoplasma (Adaptado

de Criado-Fornelio et al., 2003).

Dimensé&o dos fragmentos de restri¢ao (pb)

Espécie
Enzima Xce | Enzima EcoR | Enzima Tai |
. Auséncia de Auséncia de
Mycoplasma haemofelis 298, 297 hidrolise hidrolise
“Candidatus Mycoplasma Auséncia de Auséncia de
. 2 S 271, 347 S
haemominutum hidrélise hidrélise
P . 593, 34 ou A
C_andzc_l’a’fus Mycoplasma auséncia de Au:sen,clla de 507, 120
turicensis hidrolise hidrélise

A andlise estatistica dos resultados foi
efectuada com recurso aos programas
Microsoft Office Excel 2007 e Statistical
Package for Social Sciences (IBM, SPSS
versdo 22). Para além de uma analise
descritiva, recorreu-se ao teste de chi-
guadrado para averiguar a existéncia de
associagOes entre um resultado positivo na
PCR e as variaveis sexo, idade e presenca de
ectoparasitas.

3. RESULTADOS

A populacdo estudada no presente trabalho
era constituida por 157 gatos errantes,
residentes na Ilha de Faro. Em algumas destas
amostras 0  registo das  variaveis
epidemioldgicas encontrava-se incompleto.
Dos animais cujo sexo era conhecido, 50,4%
(65/129) eram machos e 49,6% (64/129) eram
fémeas. De entre aqueles cuja idade era
conhecida, 26,4% (33/125) eram juvenis,

com idade inferior a 1 ano, e 73,6% (92/125)
eram adultos (1 < idade < 10 anos).

A reaccéo de PCR permitiu detectar DNA de
Mycoplasma spp. em 20,4% (32/157) dos
animais. Da totalidade de animais positivos
para Mycoplasma spp., 73,1% eram machos e
26,9% fémeas. Relativamente a idade, 4,3%
dos animais infectados tinham menos de um
ano e 95,7% eram adultos. Quanto a presenca
de ectoparasitas, foram observadas pulgas em
30,8% dos gatos com PCR positivo.

N&o foram observadas carracas em nenhum
animal.

Através da hidrdlise com as enzimas de
restricdo Xce I, EcoR | e Tai I, foi possivel
identificar a espécie de hemoplasma em
87,5% (28/32) dos casos (figura 1). A
sequenciacdo permitiu a identificacdo da
espécie dos restantes 12,5% (4/32) isolados.
Para o total das 157 amostras em estudo, as
frequéncias de cada espécie de micoplasma
identificada encontram-se descritas na tabela
3. A andlise estatistica evidenciou uma
associacao significativa entre as variaveis
infeccdo por Mycoplasma spp. e sexo, com
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um maior namero de machos infectados (p =
0,008). Foi, também, observada uma relagédo
estatisticamente significativa entre a infecgéo
e a idade, com os gatos adultos (1 < idade <
10 anos) a evidenciarem maior frequéncia de
infeccdo (p = 0,004). Nao foi encontrada
relacdo entre um resultado positivo na PCR
para Mycoplasma spp. e a variavel presenca
de pulgas (p = 0,435)

1M 2 3 4 M5 6 7M

Tai l EcoR |

Figura 1 — Gel de agarose a 3% (m/v) apds
electroforese dos fragmentos de restricdo pelas
endonucleases Tai I, EcCoR | e Xce I. 1 — auséncia
de hidrdlise, 2 — “Candidatus M. haemominutum”,
3 - M. haemofelis, 4 - “Candidatus M.
haemominutum” + M. haemofelis, 5 — M.
haemofelis, 6 — “Candidatus M. haemominutum”,
7 — M. haemofelis + “Candidatus M.
haemominutum”. M - Marcador de pesos
moleculares Hypperladder IV (Bioline).

4. DISCUSSAO

Dada a natureza ubiquitaria dos micoplasmas
hemotropics e a diferenca de patogenicidade
associada as suas diferentes espécies, reveste-
se de grande importancia a identificagdo das
especies causadoras de infecgéo.

No presente trabalho, a infeccdo por
Mycoplasma spp. foi encontrada em 20,4%
das amostras analisadas, valor inferior ao
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encontrado por Martinez-Diaz e
colaboradores (2013) em gatos no Centro e
Norte de Portugal (43,43%), mas proximo do
encontrado por Duarte e colaboradores (2014)
no Centro e Sul do Pais (27,1%). A
percentagem de micoplasmas hemotrdpicos
do presente estudo é semelhante a encontrada
em Vvarios paises da Europa (Tasker et al.,
2003b; Bauer et al., 2008; Gentilini et al.,
2009; Maher et al., 2010), Estados Unidos da
Ameérica (Sykes et al.,, 2007) e Japao
(Tanahara et al., 2010). No Canad4, Africa
do Sul e Japao foram descritos valores entre
38% e 58,3% (Kewish et al., 2004; Lobetti &
Tasker, 2004; Fujihara et al., 2007).
Relativamente a distribuicdo das vaérias
espécies, “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” foi a espécie de hemoplasma
mais prevalente em infeccdo unica, com uma
frequéncia de 7%. Mycoplasma haemofelis
foi a segunda espécie mais identificada, com
uma frequéncia de 4,5%. A espécie
“Candidatus Mycoplasma turicensis” foi
detectada em 1,3% das amostras estudadas
(tabela 3). A percentagem total de infeccdo
por “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” do presente estudo (14,6%)
é bastante inferior a encontrada no estudo de
Martinez-Diaz et al. (2013) (61,8 %) e um
pouco inferior a de Duarte et al. (2014)
(17,8%). A percentagem total de Mycoplasma
haemofelis (12,1%) € ligeiramente inferior a
encontrada nos dois estudos supracitados
(14,1% e 14,4 %, respectivamente), sendo,
também, inferior & descrita por Pais (2013)
(20,7%). E, ainda, bastante inferior a
encontrada num estudo efectuado em
Portugal, em animais atendidos num hospital
veterinario na Parede (69,7%), mas que
apresentava uma amostra reduzida e,
unicamente, animais com suspeita de infeccao
(Vicente, 2015). No presente estudo foi
encontrada infecgdo mista por Mycoplasma
haemofelis e por “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” em 7,6% das amostras
(tabela 3). Esta percentagem é muito inferior
a descrita nos dois principais artigos sobre
hemoplasmose no Pais, anteriormente
referidos. As diferencas encontradas podem
ser  explicadas pelas  caracteristicas
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epidemioldgicas distintas das populacdes
estudadas, heterogeneidade na dimenséo das
amostras e populac@es, devido a amostragens
de conveniéncia, diferentes técnicas de
diagnostico utilizadas e diferentes critérios de
inclusdo.

A llha de Faro, uma peninsula natural de
pequenas dimensdes, acessivel apenas por
uma estreita passagem a partir de terra,
constitui um habitat isolado e apresenta um
clima de tipo mediterranico. A coldnia de
gatos errantes residente na llha de Faro
encontra-se isolada, ndo se verificando a
entrada de animais do exterior. Fora da época
de Verdo (Gnica altura em que se verificam
grandes movimentacbes de turistas), a
alimentacéo disponivel é escassa
dependendo, essencialmente, do que ¢€
disponibilizado aos animais pela comunidade
local de pescadores (A Voz do Algarve, 2014;
Mendonca, 2014). Numa populacdo de gatos
com estas caracteristicas, poderia ser
expectavel uma taxa de infecgdo por
Mycoplasma spp. superior. Este cenario,
contudo, ndo se confirmou, 0 que podera,
eventualmente, ficar a dever-se: i) ao facto de
a colheita das amostras ter coincidido com o

populacdo ter atingido um nivel de equilibrio,
uma vez que, ndo existindo migragéo natural
de novos animais, poderao existir hierarquias
bem estabelecidas e menos casos de lutas
entre animais. A estas razGes pode, ainda,
juntar-se o desconhecimento sobre a
distribuicdo de ectoparasitas, como pulgas e
carracas, apontadas, por alguns autores, como
potenciais vectores da hemoplasmose.

No presente trabalho foram pesquisadas
associacbes entre a hemoplasmose e as
varidveis sexo, idade e presenca de
ectoparasitas. Foi encontrada uma associagédo
estatisticamente significativa com o ser
macho e a infeccdo, o que esta de acordo com
varios autores (Tasker et al., 2003b, 2004;
Willi et al., 2006a; Bauer et al., 2008; Roura
et al., 2010; Georges et al., 2012; Jenkins et
al., 2013). Foi, também, observada uma
associacdo significativa entre a presenca de
infeccdo e o ser adulto, mesmo com uma
amostra ndo equitativa, onde existiam mais
adultos do que juvenis. Trata-se de um achado
que vai ao encontro do descrito por varios
autores (Tasker et al., 2003b, 2004; Maher et
al., 2010; Georges et al., 2012; Jenkins et al.,
2013). Estes descrevem um aumento

Tabela 3 — Frequéncias das diferentes espécies de hemoplasma encontradas, em

infeccdo Unica e em co-infeccao.

Frequéncia

Espécie de Micoplasma

Absoluta (n = 157)

Relativa (%0)

Mycoplasma haemofelis (Co + 1U) 19 12,1
Mycoplasma haemofelis (1U) 7 4,5
Mhf + CMhm 12 7,6
Condidaus Mycaplame, 2
“Candidatus Mycoplasma 11 70
haemominutum” (IU) '

“Candidatus Mycoplasma 2 13

turicensis” (IU)

Co - co-infecgdo, 1U — infeccdo Unica, Mhf — Mycoplasma haemofelis, CMhm — “Candidatus Mycoplasma

haemominutum”.
fim da época balnear, altura em que os
animais se encontram melhor nutridos e com
0 sistema imunitario mais competente para
lidar com a infecgéo e ii) a possibilidade de a

progressivo da doenga com a idade,
possivelmente em consequéncia do aumento
da exposigéo ao longo da vida e do facto de
animais com mais idade poderem exibir um
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sistema imunitario menos competente e
menos eficaz para lidar com infecgdes.

O presente trabalho reveste-se de grande
importancia devido ao escasso numero de
estudos sobre esta tematica efectuados em
Portugal. Além disso, a Ilha de Faro nunca
havia sido alvo de um estudo semelhante. O
isolamento geogréfico da regido estudada
torna-a, ainda, um excelente modelo para
estudos epidemiolégicos.

5. CONCLUSOES

O estudo dos micoplasmas hemotrdpicos
felinos é importante, porquanto se trata de
agentes ubiquitarios e com prevaléncias
relativamente elevadas. A sua relevancia
clinica pode ser de dificil avaliacéo, pois nem
todos os animais em que sdo detectados os
agentes estdo, efectivamente, doentes. Esta
relevancia vai depender de varios factores,
que deverdo ser analisados de forma atenta,
nomeadamente a espécie de hemoplasma, a
bacteriemia, a presenca em simultaneo de
diferentes espécies e a condicao imunitaria do
animal. Estas bactérias sdo, geralmente,
consideradas de patogenicidade reduzida,
com excepcdo de Mycoplasma haemofelis,
gue parece causar anemias hemoliticas mais
graves e, potencialmente, fatais.No presente
trabalho foi possivel identificar, ndo s6 a
presenca de micoplasmas hemotropicos em
20,4% da populacdo estudada, como
identificar a espécie de todos os isolados. A
espécie detectada em maior percentagem foi
“Candidatus Mycoplasma haemominutum”,
seguido de Mycoplasma haemofelis e
“Candidatus Mycoplasma turicensis”, o que
esta de acordo com a literatura. Foi, também,
observada uma relacdo estatisticamente
significativa entre ser macho ou ser adulto e a
infeccdo com micoplasmas hemotrdpicos, o
gue vai ao encontro do descrito na literatura.
O trabalho desenvolvido contribuiu para um
enriqguecimento do conhecimento sobre a
distribuicdo da infeccdo por micoplasmas
hemotrdpicos e respectivas espécies em
Portugal, em particular, numa regido nunca
antes alvo de um estudo semelhante.
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