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COMUNICACION

Mycoplasma haemominutum en la ciudad de
Ibagué (Colombia): reporte de cinco casos

Mpycoplasma haemominutum in the city of Ibague city
(Colombia): report of five cases

Daniel Mayorga'?, Diego Echeverry-Bonilla'?, Edwin Buritica-Gaviria',
Iang Rondon-Barragan®

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue describir una serie de casos de hemoplasmosis
en gatos domésticos en la ciudad de Ibagué (Colombia), y el primer reporte de Mycoplasma
haemominutum en el pais. Muestras de sangre de pacientes ingresados al servicio de
consulta externa de la Clinica de Pequefios Animales de 1a Universidad del Tolima fueron
analizadas por PCR punto final para la amplificacion del gen 16S ribosomal a fin de
obtener un producto final de 194 pb. Ademas, se hizo biometria hematica y serologia
para enfermedades virales (Anigen FIV Ab/FeLV Ag Test Kit). Los amplicones obteni-
dos fueron sometidos a secuenciamiento y analisis bioinformatico (Geneious® 8.1.9). Se
encontr6 anemia normocitica hipocrémica en dos gatos, leucocitosis en un gato y
trombocitopenia en cuatro de ellos. Dos gatos resultaron serorreactivos para anticuerpos
de virus de inmunodeficienca felina y antigenos de virus de la leucemia felina (VLFe) y
uno solo fue seropositivo a VLFe. Las muestras registraron amplificacion positiva en
PCR y se evidencio un 98.7% de identidad al analisis de las secuencias del 16S ribosomal
con diferentes aislados de M. haemominutum reportado en la base de datos. Del cono-
cimiento de los autores, este es el primer reporte de hemoplasmas en la ciudad de Ibagué
y el primer reporte de M. haemominutum en Colombia.
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The aim of this study was to describe a series of cases of hemoplasmosis in domestic
cats in the city of Ibagué (Colombia), and the first report of Mycoplasma haemominutum
in the country. Blood samples from patients admitted to the outpatient service of the
Small Animal Clinic of the University of Tolima were analyzed by conventional PCR for
the amplification of the 16S ribosomal gene to obtain a final product of 194 pb. In addition,
hematic biometrics and serology were performed for viral diseases (Anigen FIV Ab/FeLV
Ag Test kit). The amplicons obtained were subjected to sequencing and bioinformatic
analysis (Geneious® 8.1.9). It was found hypochromic normocytic anemia in two cats,
leukocytosis in a cat and thrombocytopenia in four of them. Two were seropositive for
feline immunodeficiency virus antibodies and feline leukemia virus (FeLV) antigens and
one was seropositive for FeLV. Samples showed positive amplification by PCR and revealed
98.7% of identity of 16S ribosomal gene compared with different isolates of M.
haemominutum reported in the database. From the authors’ knowledge, this is the first
report of hemoplasmas in the city of Ibagué and the first report of M. haemominutum in

Colombia.

Keywords: cats; haemoplasms; PCR; anaemia; feline immunodeficiency virus; feline

leukaemia virus

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas de ori-
gen bacteriano que afectan a los felinos do-
mésticos son de alta incidencia y estan rela-
cionadas con cuadros severos de fiebre, de-
caimiento y anorexia (Little, 2012). En la
casuistica de los consultorios veterinarios se
describen con frecuencia cuadros clinicos
compatibles con micoplamosis felina (Roura
et al., 2010), asi como en gatos de la calle
(Luria et al., 2004), donde son comunes cua-
dros de anemia, trombocitopenia,
pancitopenia y otros signos clinicos no espe-
cificos (Barker y Tasker, 2013; Santos et al.,
2014).

Tres especies de Mycoplasma han sido
implicadas en procesos de enfermedad en el
gato doméstico: Mycoplasma haemofelis
(Mhf), Candidatus Mycoplasma haemomi-
nutum (Mhm) y Candidatus Mycoplasma
turicensis (Barker y Tasker, 2013; Tasker et
al., 2018). La prevalencia de este tipo de in-
fecciones depende de las condiciones am-
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bientales y geograficas, observandose en la
mayoria de los casos infecciones con Mhm
(Assarasakorn et al., 2012; Aquino et al.,
2014). El Mhf se ha reconocido como el mas
patdgeno; sin embargo, es frecuente la pre-
sencia de coinfecciones con otros
hemoplasmas o la presentacion concomitan-
te de enfermedades virales como las causa-
das por el virus de la leucemia felina (VLeF)
y el virus de inmunodeficiencia felina (VIF)
(Marcondes et al., 2018; Sarvani et al.,
2018). En Colombia, el diagnodstico ha estado
mayormente limitado a la identificacion del
microorganismo mediante extendidos de san-
gre, asociado a la historia clinica y los valo-
res paraclinicos de hematologia; mientras que
otras técnicas como la serologia y la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) no se
encuentran ampliamente disponibles, de alli
que la mayoria de los pacientes reciben de-
safios terapéuticos basados en la sospecha
clinica.

El presente articulo presenta el primer

estudio de casos de micoplasmosis felina en
la ciudad de Ibagué utilizando PCR punto final.
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Descripcion de los Casos

Los gatos involucrados en este estudio
estuvieron castrados y eran de raza gato co-
mun europeo, los cuales fueron referidos a la
Clinica de Pequefios Animales de la Univer-
sidad del Tolima por presentar algiin signo de
enfermedad o como parte de una revision cli-
nica de rutina. Todos ellos tenian acceso de
manera libre al exterior de sus viviendas.

Caso 1

Macho de 8 afios, referido por presen-
tar disfagia y pérdida de peso. Al examen
clinico se evidencié temperatura rectal de
39.6 °C, frecuencia cardiaca de 140 Ipm, fre-
cuencia ventilatoria de 52 vpm, baja condi-
cion corporal (2/5), mucosas ictéricas y des-
hidratacion estimada de 9%. Adicionalmente,
se observo enfermedad periodontal tipo III,
caracterizada por gingivitis, halitosis y glositis
concomitante con un proceso ulceroso.

Caso 2

Macho de 2 afios, referido para examen
clinico de rutina. A la evaluacion clinica, las
constantes fisiologicas fueron normales, tem-
peraturarectal de 38 °C, frecuencia cardiaca
de 140 Ipm, frecuencia ventilatoria de 28 vpm,
condicion corporal (3/5), mucosas rosadas.
No se observaron alteraciones clinicas evi-
dentes.

Caso 3

Macho de 1 afio, referido por trauma
debido a caida de altura. Al examen clinico
se evidencio temperatura rectal de 38 °C, fre-
cuencia cardiaca de 116 lpm, frecuencia
ventilatoria de 64 vpm, baja condicion corpo-
ral (2/5), mucosas rosadas. Ademas, se evi-
denci6 enfermedad periodontal tipo I, carac-
terizada por leve gingivitis, dolor a la palpa-
cion y claudicacion grado IV de miembro
pélvico izquierdo posiblemente asociado a
fractura. Adicionalmente, se observo abun-
dante cerumen en conducto auditivo externo
y secrecion ocular serosa bilateral.
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Caso 4

Macho de 2 afios, referido por presen-
tar inflamacion del globo ocular derecho. Al
examen clinico se evidencio una temperatu-
ra de 41 °C, frecuencia cardiaca 196 lpm,
frecuencia ventilatoria 36 vpm, condicion cor-
poral (3/5), mucosas rosadas. Asi mismo, se
observaron laceraciones a nivel del pabellon
auricular, enfermedad periodontal con eviden-
cia de gingivitis y descemetocele con fuga de
humor acuoso.

Caso 5

Hembra de 15 afios, referida para exa-
men clinico de rutina. Se evidencid tempera-
tura de 38.3 °C, frecuencia cardiaca de 144
Ipm, frecuencia ventilatoria de 53 vpm, con-
dicion corporal (2.5/5) y mucosas rosadas.
Asi mismo, enfermedad periodontal con pre-
sencia de placa, gingivitis y halitosis, seborrea
seca y foco alopécico en region cervical.

Pruebas de Laboratorio
Biometria hemdtica y serologia

Se obtuvieron muestras sanguineas de
todos los gatos, segiin metodologia descrita
por Carvajal (2012). Inicialmente se realizo
biometria hematica completa mediante equi-
po de hematologia Hema Screen 18
(AXIOM, Alemania). Posteriormente, se rea-
lizaron pruebas SNAP de inmunocroma-
tografia para enfermedades virales (Anigen
FIV Ab/FeLV Ag Test Kit, BioNote, Corea
del Sur), siguiendo las especificaciones del
fabricante.

Pruebas moleculares

Se extrajo ADN a partir de 200 pl de
sangre entera utilizando el kit comercial Easy-
DNA® (Invitrogen, USA), siguiendo las es-
pecificaciones del fabricante. La integridad
del ADN aislado fue evaluada mediante
amplificacion del gen de referencia (consti-
tutivo) beta actina de gato, con un tamafio de
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Cuadro 1. Resultados de las pruebas paraclinicas (biometria hematica, test seroldgico rapido FIV
Ab/FeLLV Ag, y PCR punto final) aplicadas a cinco gatos comunes europeos en la ciudad

de Ibagué (Colombia)

Parametros' Casos Valores d X
1 2 3 4 5 referencia’
Eritrocitos, 10 ul 3.36 5.96 7.71 5.43 8.68 5.0-10.0
Hemoglobina, g/dl 5.60 6.4 9.7 7.9 11.40 8.0-15.0
Hematocrito, % 18.20 26.0 30.30 252 33.40 30-45
VCM. fl 54.17 43.62 30.3 46.41 38.48 39-55
HCM, pg 16.67 10.74 12.58 14.55 13.13 13-17
CMHC, g/dl 30.77 24.62 32.01 31.35 34.13 30-36
Leucocitos, 10° ul 8.7 28.4 11.3 23.6 7.2 5.5-195
Neutroéfilos segmentados, % 76 42 9 70 66 35-75
Neutrofilos en banda, % 8 2 0 6 1 0-3
Eosinofilos, % 0 10 9 1 7 2.0-12.0
Basofilos, % 0 0 0 0 0 -
Linfocitos, % 15 46 82 22 26 20-55
Monocitos, % 1 0 0 1 0 1.0-4.0
Neutrofilos segmentados, % 6.6 11.9 1 16.5 4.8 2.5-12.5
Neutroéfilos en banda, 10° ul 0.7 0.6 0 1.4 0.1 0-0.03
Eosinofilos, 10° ul 0 2.8 1 0.2 0.5 0-0.75
Basofilos, 10° ul 0 0 0 0 0 -
Linfocitos, 10° pl 1.3 13.1 9.3 5.2 1.9 1.5-7
Monocitos, 10° pl 0.1 0 0 0.2 0 0-085
Plaquetas, 10° pl 240 167 220 350 250 300-700
Ab FIV, +/- + + - - - -
AgFelLV, +/- + + - + - -
PCR Mycoplasma, +/- + + + + + -

1VCM: Volumen corpuscular medio; HCM: Hemoglobina corpuscular media; CMHC: Concentraciéon media de

hemoglobina corpuscular

2 The Merck Veterinary Manual (2007)

amplicon de 353 bp (pares de bases), utili-
zando los (primers) cebadores (F:
CAAGGAGAAGCTCTGCTAC, R:
GGTGATCTCCTTCTGCATC) basados en
la secuencia reportada en el Genebank (nu-
mero de acceso XM _006941899.3). La mez-
cla maestra para el corrido del PCR tuvo un
volumen total de 25 pl que incluy6 20 mM
Tris-Cl, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0.1 mM
EDTA, 200 uM de cada dATP, dCTP, y dGTP,
1 uM de cada cebador, 0.6 unidades/reac-
cion de Taq polimerasa (TopTaq™ PCR,
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QUIAGENR) y 1 pl del ADN blanco. La
amplificacion fue realizada con una
desnaturalizacion de 94 °C durante 3 min,
seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion
(94 °C, 30 s), anillamiento (55 °C, 30 s), ex-
tension (72 °C, 30 s) y una extension final a
72 °C durante 7 min.

Luego de la evaluacion de la integridad
del ADN se realizo el PCR para la amplifica-
cion del gen 16S ribosomal con el fin de iden-
tificar a Mycoplasma (Haemophilus) spp

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(3): 1351-1359
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MC+1 2 3 4 5 C-

Figura 1. Amplificacion del gen 16S ribosomal
de Mycoplasma spp a partir de muestras
sanguineas de pacientes felinos. Se observa
una banda de aproximadamente 194 bp. M:
Marcador de peso molecular, 100 bp. C+:
control positivo. 1-5: Muestras correspon-
dientes a los casos evaluados. C-: control
negativo, muestra sin plantilla de ADN. Gel
de agarosa al 1%

mediante los cebadores F-ACGAA-
AGTCTGATGGAGCAATA y R-ATTATT-
CGGATTTATTGGGCGT, los cuales ampli-
fican un producto de 194 bp. Las condicio-
nes de la mezcla maestra fueron iguales a
las descritas para la beta actina. Los pro-
ductos de las reacciones fueron revelados
mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1% durante 30 min a 100 V. La
amplificacion fue realizada con una
desnaturalizacion de 94 °C durante 3 min,
seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion
(94 °C, 30 s), anillamiento (60 °C, 30 s), ex-
tension (72 °C, 30 s) y una extension final a
72 °C durante 7 min. Los amplicones de las
muestras positivas fueron purificados y en-
viados a secuenciamiento por método de
Sanger a Macrogen Inc (Setl, Corea del Sur).
La secuencia obtenida fue sometida a anali-
sis bioinformatico mediante el software
Geneious® 8.1.9 (Biomatters, Nueva
Zelanda) (Kearse et al.,2012) usando la base
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de datos del NCBI y la plataforma BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

RESULTADOS

Los resultados de los parametros
hematologicos y los valores para las pruebas
de serologia y PCR se presentan en el Cua-
dro 1. Se evidencio una anemia regenerativa
normocitica e hipocréomica para los pacien-
tes 1 y 2. Leucocitosis con desviacion a la
izquierda en el paciente 4 y trombocitopenia
en los pacientes 1, 2, 3 y 5. Los demaés resul-
tados hematoldgicos no presentaron altera-
ciones de acuerdo con los rangos de referen-
cia (Merck, 2007).

La prueba SNAP fue positiva para los
anticuerpos contra VIF y antigenos para
VLeF para los pacientes 1 y 2. En el pacien-
te 3 solo fueron detectados antigenos para
VLeF. Al analisis por PCR, todos los pacien-
tes mostraron la amplificacion de una banda
de 194 pb (Figura 1). Las secuencias del 16S
ribosomal evidenciaron un 98.7% de identi-
dad con diferentes aislados de Mycoplasma
haemominutum (Mhm) reportados en la base
de datos.

DiScUSION

Diaz-Regaiion et al. (2018) reportan
una prevalencia de Mhm de 0.5% en gatos
de Madrid, Espafia, mientras que Martinez-
Diaz et al. (2013) reportan prevalencias de
hasta 41% en Portugal. Por otro lado, en
América del Sur se han reportado
prevalencias de 7.8% en Chile (Walker ez al.,
2016) hasta de 11.2% en Brasil (Santis et al.,
2014). En Colombia solo se han reportado
casos de hemoplasmosis felina como diag-
ndstico presuntivo basados tinicamente en los
hallazgos clinicos, extendidos de sangre y
valores hematologicos (Ortiz, 2011). Del co-
nocimiento de los autores, solo ha sido repor-
tado un estudio empleando técnicas
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moleculares, utilizando PCR convencional
para el diagnostico de hemoplasmas en mues-
tras de 420 gatos de dos refugios para ani-
males localizados en las ciudades de Cali y
Bogota, encontrandose 97% de frecuencia
de presentacion de Mycoplasma haemofelis
(Carvajal, 2012). El presente estudio descri-
be por primera vez el diagnostico molecular
de hemoplasmas en la ciudad de Ibagué y de
Mhm en el pais utilizando PCR punto final.

Diversos estudios han demostrado la
correlacion entre el nimero de células rojas,
el bajo hematocrito y la positividad a
hemoplasmas (Ghazisaeedi et al., 2014;
Hwang et al., 2015). Para los casos 1,2 y 4
fue evidente una disminucion de estos
parametros; sin embargo, otros trabajos no
han evidenciado dicha correlacion entre la
infeccion por Mhm y la presentacion de ane-
mia (Aquino et al.,2014; Santos et al., 2014;
Sarvani et al., 2018), por lo que es posible
que otros factores, como la coinfeccion con
enfermedades virales, puedan influir en la
variacion de valores hematologicos (Shelton
et al., 1990; Gleich y Hartmann, 2009;
Hartmann, 2011; da Costa et al., 2017). En
el presente trabajo, la prueba de inmunocro-
matografia positiva para antigenos de LeVF
en los pacientes 1, 2 y 4 no permite esclare-
cer la fase de la infeccion y, por lo tanto, es
posible que la presentacion de anemia esté
sujeta a otras patologias no establecidas.

Firmino et al. (2016) encontraron una
disminucién en el nimero de globulos blan-
cos, neutrofilos segmentados y plaquetas en
los gatos con coinfeccion de Mhm y LeVFE.
En el presente estudio, los pacientes 1y 2
presentaron esta coinfeccion junto con una
disminucion en el conteo plaquetario; sin em-
bargo, el nimero de leucocitos aumento en el
paciente 2; asi mismo, la disminucion en el
conteo plaquetario fue evidente en los pacien-
tes 3 y 5. Ghazisaeedi et al. (2014), por otro
lado, encontraron una disminucion en el
conteo plaquetario en pacientes infectados
con hemoplasmas, pero otras causas de
trombocitopenia pudieran explicar igualmen-
te los resultados.
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Algunos estudios demuestran una aso-
ciacion entre la infeccion por hemoplasmas
con animales con acceso al exterior y con
parasitos externos, especialmente pulgas
(Spada et al., 2014) lo cual puede indicar una
transmision directa por picadura (Woods ef
al., 2005) o por mordeduras de otros gatos
(Dean et al., 2008). En los pacientes del pre-
sente estudio no se evidenciaron parasitos
externos, por lo cual es dificil establecer su
presencia como posible mecanismo de infec-
cion. Por otro lado, ser macho, mestizo o po-
sitivo a FIV son factores de riesgo asociados
a la presencia de hemoplasmas (Jenkins et
al., 2013; Rosenqvist et al., 2016; Walker et
al.,2016; Attipaetal.,2017) y ala infeccion
con Mhf (Sarvani et al., 2018); sin embargo,
hay trabajos que solo describen la coinfeccion
con FIV como unico factor de riesgo para
Mhf (Bauer et al., 2008). En el presente es-
tudio, los cinco pacientes fueron mestizos, 4
fueron machos y 2 fueron resultaron positi-
vos a antigenos contra VIF. Asi mismo,
Sarvani et al. (2018) demostraron que el ac-
ceso a la calle aumenta 5.54 veces la proba-
bilidad de infeccion con MAf, caracteristica
que fue un comiin denominador en los cinco
casos de este estudio.

Multiples estudios han evaluado la pre-
sencia de Mhm, tanto en gatos sanos como
enfermos, no hallaindose una clara asociacion
entre la infeccion y el desarrollo de la enfer-
medad en gatos inmunocompetentes (Barker
y Tasker, 2013; Ghazisaeedi et al., 2017).

El presente reporte evidencia por pri-
mera vez la presencia de Mhm en el pais y la
presencia de hemoplasmas en la ciudad de
Ibagué. Es importante que los médicos vete-
rinarios tanto de Ibagué como de Colombia
reconozcan la presencia potencial de Mhm
en los gatos domésticos, y adopten medidas
para su diagnostico y tratamiento. Estudios
adicionales son necesarios para establecer la
prevalencia de hemoplasmas y su impacto
sobre la salud animal.
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