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para la deteccion de Mycoplasma haemofelis en gatos
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RESUMEN

Mycoplasma haemofelis es la especie hemotropica mas patogénica que afecta a los
felinos parasitando los globulos rojos e induciéndoles un proceso hemolitico que puede
terminar en anemia. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de
dicha infeccion en felinos domésticos de la ciudad de Pereira, Risaralda, Colombia. Se
analizaron las muestras de 104 felinos domésticos entre 1 y 10 afios de edad. Se tomaron
muestras de sangre para el analisis citologico (parametros hematologicos) y molecular
por PCR. Adicionalmente se evaluaron los posibles factores de riesgo asociados con la
presencia de M. haemofelis (edad, sexo, estado de vacunacion y zona geografica de
procedencia). La prevalencia mediante el analisis molecular fue de 80.8%, en tanto que
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con la coloracion de Giemsa fue de 80.7% y con Wright de 81.7%, siendo los animales mas
jovenes (1-2 afios) los mas afectados. Se evidencio una correlacion estadistica significa-
tiva (p=0.0038) de la edad con la infeccion como un factor de riesgo asociado en esta zona
del pais.
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ABSTRACT

Mycoplasma haemofelis is the most pathogenic haemotropic species that affects
felines by parasitizing red blood cells and inducing a haemolytic process that can lead to
anaemia. The present study aimed to determine the prevalence of this infection in domestic
felines from the city of Pereira, Risaralda, Colombia. Samples from 104 domestic felines
between 1 and 10 years of age were analysed. Blood samples were taken for cytological
(haematological parameters) and molecular analysis by PCR. Additionally, the possible
risk factors associated with the presence of M. haemofelis (age, sex, vaccination status
and geographical area of origin) were evaluated. The prevalence by molecular analysis
was 80.8%, while it was 80.7% with the Giemsa stain and 81.7% with the Wright stain, and
the youngest animals (1-2 years) being the most affected. A significant statistical
correlation (p=0.0038) of age with the infection was evidenced as an associated risk

factor in this area of the country.
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INTRODUCCION

Los micoplasmas hemotropicos felinos
constituyen un grupo de bacterias que pue-
den causar anemia hemolitica en gatos (Roura
et al., 2010; Tasker, 2010; Korman et al.,
2012). Tres hemoplasmas han sido descritos
causando infecciones en gatos domésticos y
salvajes, Candidatus Mycoplasma haemo-
minutum, Candidatus Mycoplasma turicen-
sis 'y Mycoplasma haemofelis, siendo este
ultimo el microorganismo mas patogénico
(Santos et al., 2014).

La micoplasmosis felina también cono-
cida como anemia infecciosa felina o hemo-
bartonellosis, es causada por una bacterias
gram negativa extracelular pequefia (0.3 - 0.8
pum), con habilidad pleomorfica, que utilizan
la superficie de los eritrocitos de varias espe-
cies de mamiferos para su supervivencia (Sil-
va et al., 2020). Estas infecciones inducen

hemolisis aguda asociada a episodios de ano-
rexia, letargia, deshidratacion y pérdida de
peso (Willi et al., 2010), asi como cuadros
severos de anemia hemolitica en gatos
inmunocompetentes, pudiendo llegar a cau-
sar la muerte del animal (Tasker et al., 2009;
Vilhena et al., 2017). La ruta natural de trans-
misiéon depende del vector artropodo
Ctenocephalides felis; sin embargo, la ino-
culacion subcutanea de sangre que contiene
microorganismos sugiere que la transmision
puede ser posible, ademas, por interacciones
agresivas, transfusiones de sangre, y median-
te transmision vertical (Tasker, 2020).

La infeccion por Mycoplasma es usual-
mente diagnosticada a través de la deteccion
del microorganismo en la superficie del eri-
trocito en extendidos de sangre periférica
coloreados con Giemsa y vistos bajo el mi-
croscopio (Inokuma et al., 2004); sin embar-
g0, la observacion microscopica por si sola
no es suficiente para confirmar el diagnosti-
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co ya que pueden presentarse falsos positi-
vos y negativos (Aklilu et al., 2016, Hawley
et al., 2018). En afios recientes, la técnica
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
se ha convertido en el método de eleccion
para el diagnostico del patogeno, dada su alta
sensibilidad y especificidad (Korman et al.,
2012, Molinay Pacheco, 2016).

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones Bioéticas

El estudio fue aprobado por el Comité
de Bioética Animal y los procedimientos fue-
ron realizados en las instalaciones del labora-
torio Multifuncional del Programa Medicina
Veterinaria y Zootecnia y en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Cien-
cias de la Salud, Universidad Tecnoldgica de
Pereira, Colombia.

Tipo de Estudio y Poblacion

Se realizd un estudio descriptivo de tipo
corte transversal con la poblacion felina aten-
dida en la Unidad Mo6vil de Bienestar Animal
del Bioparque Ukumari, durante las campa-
fias de esterilizacion realizada en la ciudad
de Pereira en 2019 y 2020. Se tomd una po-
blacion base de 104 felinos con un margen
de error del 5% y un nivel de significancia
del 95%, en base a otras prevalencias de la
misma enfermedad halladas en Latinoamérica
(Carvajal, 2012, Gonzalez, 2014). Se tuvie-
ron en cuenta variables como edad, sexo,
estado de vacunacion (si el felino estaba va-
cunado frente a alglin agente infeccioso) y
zona geografica de procedencia.

Como criterios de inclusion se tuvieron
en cuenta felinos no castrados entre 1 y 10
afios clasificados en tres grupos etarios (1, 2,
>3 afios), pertenecientes a estratos
socioeconomicos uno (bajo-bajo) y dos (bajo)
de la ciudad de Pereira (Yunda, 2019), que
corresponden a zonas con recursos econo-
micos limitados, limitando su acceso a servi-
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cios veterinarios. Como criterios de exclu-
sion se consideraron a felinos mayores de 10
aflos, castrados y/o con coagulopatias o en-
fermedades cardiacas de base.

Muestras

Las muestras de sangre se tomaron de
la vena cefalica o yugular externa en el mo-
mento en que los pacientes se encontraban
anestesiados para el procedimiento quirurgi-
co de esterilizacion. Las muestras se toma-
ron mediante aspiracion con jeringa emplean-
do tubos de BD Vacutainer tapa lila pediatrico
que contenian EDTA como anticoagulante.
Las muestras fueron transportadas al labo-
ratorio en neveras portatiles a una tempera-
tura aproximada de 4 °C. En el laboratorio se
realizaron dos extendidos por cada muestra:
uno para coloracion de Wright y el otro para
coloracion con Giemsa, los cuales fueron ana-
lizados por microscopia de luz clara para de-
terminar la presencia o ausencia del hemo-
parasito. Ademas, se hicieron hemogramas
de cada muestra en un analizador hemato-
logico Urit Medical 2900Vet Plus.

Extraccion de ADN y Cebadores

Se extrajo el ADN de las muestras de
sangre con el QIAamp DNA Blood Mini kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. A partir del ADN obtenido se reali-
z6 la amplificacion del fragmento 16s ARN
ribosomal de la bacteria Mycoplasma
haemofelis str. Langford 1 (NCBI FR773-
153.2) empleando PCR convencional. Se
emplearon los cebadores para la deteccion de
Mycoplasma haemofelis descritos por Tasker
et al.(2009). La expresion del gen constitutivo
gliceraldehido 3-fosfato deshidro-genasa felino
fue usado para normalizar la expresion de los
datos de cada muestra, los cebadores para el
GADPH felino fueron descritos por Leute-
negger et al. (1999) (Cuadro 1). Los cebadores
se alinearon con base en las secuencias re-
portadas en el sitio web GenBank NCBI
(National Center for Biotechnology Infor-
mation). Se empled como control positivo
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Cuadro 1. Secuencia de los cebadores

Temp  Tamaio del

1 o
Cebadores Secuencia % GC (°C)  amplicon (pb)
Mycoplasma ~ 5-GTGCTACAATGGCGAACACA'(F) 50 61 .
haemofelis 5"-TCCTATCCGAACTGAGACGAA-3'(R) 48 60
5-GCCGTGGAATTTGCCGT-3'(F 59 63
GAPDH felino _, () , 82
5"-GCCATCAATGACCCCTTCAT-3'(R) 50 62

ADN de Mycoplasma del kit comercial
Mycoplasma PCR detection kit (Applied
Biological Materials - abm) y como control
endogeno del proceso GAPDH felino (NCBI
NM 001009307.1) (Cuadro 1).

PCR

Para la PCR convencional se emplea-
ron las siguientes concentraciones: 50 ng/ul
de ADN gendémico, 2.0 mM MgCl,
(Promega), buffer PCR 1x (Promega), 0.2
mM dNTPs, 0.2 umol de cada cebador
(Sigma), 1.5 UI de Taq Polimerasa (Thermo
Scientific) en un volumen final de 25 pl de
reaccion bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 94 °C por 5 min,
desnaturalizacion 94 °C por 30 s, hibridacion
57 °C por 1 min, extension 72 °C por 1 min,
extension final 72 °C por 5 min. Para la vi-
sualizacion de los productos de PCR se em-
pleé como agente revelador SYBR green
(Invitrogen). Los amplificados obtenidos se
corrieron en geles de agarosa al 2%, y fue-
ron observadas en un sistema documentador
de geles Doc Rx (Bio Rad).

Analisis de Datos

Se determino la frecuencia de animales
infectados y se realiz6 una descripcion esta-
distica de los datos hematologicos segtn pro-
cedencia, grupo etario y sexo. Todos los da-
tos fueron sometidos a pruebas de normali-
dad y homocedasticidad, y una vez cumpli-

das las premisas se procedio con los analisis
de correlacion utilizando las pruebas Chi cua-
drado y t test (p<<0.05). Para todos los anali-
sis se empled el Statistical Analysis Software.

RESULTADOS

El 80.7% (84/104) de los gatos mues-
treados fue positivo para Mycoplasma
haemofelis usando PCR convencional del
fragmento 16s del ARNr con la amplifica-
cion de un fragmento de 79 pb de longitud
(Figura 1).

En las laminas coloreadas con Giemsa
se encontré una positividad para M.
haemofelis similar a la hallada por PCR
(80.7%; 84/104), en tanto que con la colora-
cion de Wright fue de 81.7% (85/104); es
decir, se encontrd una correlacion significati-
va (p<0.01) entre el diagnostico por PCR y
por el examen citologico. En el examen se
pudo observar al interior de los glébulos rojos
y anivel epicelular cuerpos redondos basofilos,
algunas veces en forma de anillos o baston
de 0.5-3 um (Figura 2).

Del total de animales muestreados,
59.6% fueron hembras y 48.4% machos, ob-
teniendo una prevalencia de infeccion para
hembras de 88% (50/62) y para machos de
85% (36/42); sin embargo, no hubo correla-
cion entre el género del felino y la presencia
del parasito; tampoco se observé correlacion
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Figura 1. Electroforesis en geles de agarosa del producto de PCR que muestra un tamario de
banda esperado de 79 pb para Mycoplasma haemofelis (1-17), CP: control positivo,
CN: control negativo, PM: marcador de peso molecular 100pb

Figura 2. Micrografia de extendidos de sangre periférica de felinos (100x). A. Coloracion
de Wright B. Coloracion de Giemsa. Las flechas rojas indican la presencia de
estructura basofila periférica compatible con Mycoplasma haemofelis

entre el estado de vacunacion ni el estrato
socioecondmico con la presencia del parasi-
to. Por otro lado, se evidencié una correla-
cion significativa (p=0.0038) de la edad con
la infeccion como un factor de riesgo asocia-
do en esta zona del pais, siendo los felinos
entre 1 y 2 afos de edad los que presentaron
la mayor prevalencia del parasito (Cuadro 2).
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No se encontrd asociacion entre los
parametros hematologicos evaluados (célu-
las blancas, células rojas, hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio, con-
centracion media de hemoglobina, concen-
tracion corpuscular media de hemoglobina,
plaquetas, linfocitos, neutréfilos) y la presen-
cia del parasito.
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Cuadro 2. Prevalencia de Mycoplasma haemofelis en 104 datos segin su edad (Pereira,

Colombia, 2019-2020)

Edad Hembras Machos Total
(afios) Positivo Negativo Positivo Negativo
1 34 (51.5%) 8 24 (36.3%) 0 66
2 12 (52.1%) 3 8 (34.7%) 0 23
3 4 (26%) 4 4 (26%) 3 15

DiscusioN

El cuadro infeccioso causado por
Mycoplasma haemofelis es considerado
como una enfermedad recurrente en medici-
na veterinaria en Colombia, donde gran parte
de las infecciones en gatos estan sujetas a
infestaciones por el vector Ctenocephallides
felis (Molina y Pacheco, 2016). El diagnosti-
co del patdgenos en el pais esta usualmente
limitado a la identificacion mediante extendi-
dos de sangre periférica y su asociacion con
los valores hematologicos, por lo que la ma-
yoria de los pacientes reciben tratamientos
terapéuticos basados en diagnoésticos
presuntivos (Mayorga et al., 2019). La pre-
valencia de 81% en el presente estudio fue
muy alta en comparacion con estudios simi-
lares (Cruz et al., 2011; Latrofa et al., 2020;
Silva et al., 2020), aunque Carvajal (2012)
reportd una tasa de 70% para la ciudad de
Bogota (Colombia), Esto sugiere la importan-
cia de establecer campaifias locales y nacio-
nales dirigidas a mitigar la tasa de infeccion
de este microorganismo, especialmente si se
considera que la infeccion también se repor-
ta en felinos silvestres (Willi et al., 2007; Erdal
etal., 2018).

La técnica de PCR convencional tiene
el potencial de ser extremadamente sensible
y especifica para el diagnodstico de M.
haemofelis, mostrando mas sensibilidad que

el examen citologico (Tasker, 2010; Kamying-
kird et al., 2021). Sin embargo, para proxi-
mos estudios se sugiere realizar gPCR con el
fin de diferenciar M. haemofelis de otras
especies de micoplasmas hemotropicos. En
el presente estudio se obtuvo una correlacion
significativa entre la técnica citologica y la
técnica molecular, por lo que se puede inferir
que el extendido de sangre periférica es una
prueba de alto valor diagndstico; sin embar-
g0, se requiere que el técnico de laboratorio
tenga la habilidad para el reconocimiento e
identificacion del microorganismo, asi como
la experticia en el manejo de técnicas mole-
culares para realizar un diagnostico certero
de la condicion del paciente.

Por otro lado, diversos autores indican
que el examen microscopico por si solo no es
suficiente para confirmar el diagnostico por
su baja sensibilidad y especificidad (Tasker,
2010; Hawley et al., 2018), ya que las es-
tructuras de la bacteria pueden ser confundi-
das con artefactos provenientes de tinciones
inadecuadas (falsos positivos) o niveles va-
riables de parasitemia que se presentan en
animales clinicamente enfermos (falsos ne-
gativos). Adicionalmente, se pueden generar
interferencias ocasionadas por mala prepa-
racion del material a usar e inclusiones
citoplasmaticas tipo cuerpos de Howell Jolly,
sumado a la incapacidad para diferenciar otras
especies infectantes (Barker, 2019).
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Los resultados obtenidos por diversos
autores con respecto a los parametros hema-
tologicos son controversiales. Asi algunos
reportan una relacion entre la presencia de
M. haemofelis y un estado de anemia hemo-
litica en gatos inmunocompetentes, especial-
mente en casos de infeccion severa y poten-
cialmente mortales (Barker et al., 2011;
Ghazisaeedi et al., 2014; Vilhena et al.,
2018); sin embargo, en este estudio no se
encontro dia relacion, en concordancia con
lo afirmado por otros estudios (Roura et al.,
2010; Munhoz et al., 2018), de alli que el cua-
dro hematico no podria considerarse como
un parametro predictivo en infecciones cau-
sadas por este microorganismo.

Conrelacion ala edad, se determiné que
los gatos mas afectados corresponden al grupo
etario entre 1 y 2 afios. Duarte ef al. (2015)
afirman que la tasa de infeccion por este
patogeno se presenta en animales muy jove-
nes o gerontes debido a la menor competen-
cia del sistema inmune y la aparicion de en-
fermedades asociadas a la edad. Adicional-
mente, una gran poblacion de gatos domésti-
cos en esta region del pais tiene actividades
al aire libre, exponiéndose a gatos callejeros
portadores de la enfermedad, lo que facilita
el adquirir este microorganismo a través de
artropodos hematofagos (Inokuma et al.,
2004). Con respecto al sexo del felino, y en
concordancia con otros estudios realizados,
no se encontro una asociacion con la presen-
cia del patogeno (Molina y Pacheco, 2016).

CONCLUSIONES

e Laprevalencia de Mycoplasma haemo-
felis en gatos residentes de la ciudad de
Pereira fue del 81%.

e [os animales mds afectados se encuen-
tran entre 1 y 2 afios.

e No se encontro relacidon significativa
entre la infeccion por M. haemofelis con
algin parametro hematologico
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