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Resumen

El objetivo del presente estudio fue implementar la técnica
denominada reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para detectar si las especies de micoplasmas hemotrdpicos
felinos, Mycoplasma haemofelis y Candidatus Mycoplasma
haemominutum, existen en gatos naturalmente infectados de la
comuna de Chilldn. Para ello, se extrajo el ADN de 30 muestras
sanguineas de gatos, de los cuales algunos eran clinicamente
sanos y otros presentaban signos de hemoplasmosis felina.
Los resultados obtenidos indican que 13,3% (4/30) de los gatos
fueron positivo Mycoplasma spp. a través de PCR, de éstos
un 3,3% (1/30) fue positivo a Mycoplasma haemofelis, un 10%
(3/30) a Candidatus Mycoplasma haemominutum y ninguno fue
positivo a ambas especies. Solo un 10,7% (3/28) de las muestras
en las cuales se observaron estructuras semejantes a mycoplasma
hemotropico felino al frotis sanguineo, fueron positivos al PCR.
Del total de los gatos anémicos (4/30), un 25% (1/4) fue positivo
a Mycoplasma haemofelis y de los gatos no anémicos (26/30)
un 11,5% (3/26), fueron positivos a Candidatus Mycoplasma
haemominutum.. Ast, Mycoplasma haemofelis parece ser mds
patogénica que Candidatus Mycoplasma haemominutum, aunque
no se encontrd significancia estadistica. Este es el primer estudio
en Chile, que determina micoplasma felino utilizando la técnica
de PCR.

Palabras claves: micoplasma, micoplasma hemotrdpico felino,
anemia felina.
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Summary

The objective of this study was to implement the polymerase chain
reaction (PCR) in order to detect if species of Feline Hemotropic
Mycoplasma, Mycoplasma  haemofelis and Candidatus
Mycoplasma haemominutum, it exist in naturally infected cats
from Chilldn commune. For it the DNA of 30 blood samples was
extracted from cats, some of it were healthy clinically and other
presented of feline Mycoplasmosis signs. The results indicate
that 13.3% (4/30) were positive to Mycopasma spp by PCR assay,
from these 3.3% (1/30) was positive to Mycoplasma haemofelis,
10% (3/30) to Candidatus Mycoplasma haemominutum and none
with both species. From samples observed with similar structure
of feline hemotropic mycoplasma at cytological examination
only 10.7% (3/28) were positive to PCR. From the total of anemic
cats (4/30), 25% (1/4) was positive to Mycoplasma haemofeli
and from no anemic cats (26/30) 11.5% (3/26), were positive
to Candidatus Mycoplasma haemominutum. Thus Mycoplasma
haemofelis seems to be more pathogenic than Candidatus
Mycoplasma haemominutum, although was not found statistical
significance. This it is the first study in Chile that to determine
feline Mycoplasma by PCR assay.

Key words: Mycoplasma, Feline Hemotropic Mycoplasma,
feline anemia.
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Introduccion

Los micoplasmas hemotrépicos felinos,
previamente denominados Haemobartonella felis,
corresponden a bacterias hemotrdpicas parasitas,
sin pared celular, pleomorficas e incultivables.!
Miden menos de 1 mm de didmetro y la carencia de
pared celular es la caracteristica responsable de
la tincién gram negativa y la nula susceptibilidad
frente a ciertos farmacos antibacterianos.2 Aunque
no tienen nucleo, hay pequefios granulos y algunas
estructuras filamentosas que se encuentran en
su citoplasma. Estos hemoparasitos se ubican
en depresiones bajas y profundas, adhiriéndose
a la superficie eritrocitica con 15 a 25 nm de
separacion entre el parasito y la membrana, pero
no penetran la superficie del eritrocito; ademas,
unas delgadas fibrillas parecen extenderse desde
el parasito para anclarlo a la célula huésped.? Estos
organismos son parasitos bacterianos obligados
de los eritrocitos de los gatos y pueden causar
anemia hemolitica aguda, como también iniciar un
estado subclinico crénico.* Tres cepas o variedades
de micoplasmas han sido descritas, comparadas y
determinadas genéticamente en gatos, la variedad
de mayor tamafo (0,5 - 1,0 mm) se denomind
Haemobartonella felis Ohio (OH), se aislé en
los estados de Ohio y Florida, en 1996 y 1989
respectivamente, y la de menor tamafio (<0,5 mm)
se denomind Haemobartonella felis California (CA),
detectada por la Universidad de Davis, California.>®
El analisis filogenético del gen 16S rRNA de cepas
de Haemobartonella felis mostré que H. felis OH
y H. felis CA son sélo un 85% similares.”® Estos
estudios sugirieron que Haemobartonella spp se
reclasificara en el mismo género que la familia
Mycoplasmataceae >° H. felis variantes OH vy
CA se transfirieron al género Mycoplasma como
Mycoplasma haemofelis. %', y como “Candidatus
Mycoplasma haemominutum”, respectivamente.t0:!
Se designa “Candidatus” porque es incultivable in
vitro y se mantiene pasando entre gatos in vivo.'?
Otro hemoplasma se identific6 en Suiza como
“Candidatus Micoplasma turicensis”, utilizando
la técnica de PCR, y no se ha determinado en
muestras de sangre.’?* Este organismo se encontré
también en Reino Unido, Australia, Africa del Sur,

Estados Unidos de Norte América, Japén y Canada.
14- 19

Se ha demostrado que estos
microorganismos no tienen relacidon  con
Bartonella y, como hay otras causas infecciosas
de anemia en gatos, se recomienda que los
términos “Hemobartonelosis felina” y “anemia
infecciosa felina” se abandonen y se reemplacen
por “Micoplasmosis hemotrdpica felina”. Ademas,
se les denominard micoplasmas hemotrdpicos
felinos (FHM), proponiendo el nombre trivial de
“hemoplasmas” para estos microorganismos. 20

El método que se utiliza comUnmente
para el diagndstico de FHM es la identificaciéon del
microorganismo sobre la superficie del eritrocito
a través de examen microscopico de frotis
sanguineos de buena calidad. La forma pequefia
aparece como cocos de diametro menor a 0,5 mm,
sin embargo, ambas formas no siempre pueden
distinguirse confiando sélo en el frotis sanguineo.!
La parasitemia transitoria en infeccién aguda y los
episodios ciclicos en gatos portadores complican
el diagnostico de la enfermedad. La necesidad
de una prueba diagndstica eficiente y confiable
condujo a la secuenciacion de los genes 16S rRNA y
al desarrollo de una prueba de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) especie especifica. 5 2123

El objetivo de este trabajo fue detectar la
presencia de Mycoplasma haemofelis y Candidatus
Mycoplasma haemominutum desde muestras
sanguineas de gatos con o sin signos clinicos de
FMH en la comuna de Chillan, implementando la
técnica molecular de PCR.

Materiales y métodos

Animales:

Este estudio se realizd en 30 gatos de la
comuna de Chilldn con ausencia o presencia de
signhos de anemia.

Muestras sanguineas.

A cada gato se les extrajo 1 mL de sangre
desde la vena safena y se depositd en tubos con
acido etilen-diamino-tetra acético (EDTA).

Volumen globular (VG).

Sedetermind el volumen globular, utilizando
una centrifuga para microhematocrito (Boeco H-
24, Germany) y se expres6 en porcentaje.?* Los
gatos con VG de 24 a 45% se clasificaron dentro
del rango normal para la especie y aquellos con VG
menor a 24% se consideraron anémicos.

Examen citoldgico.

Los frotis sanguineos se tifieron con
Giemsa.?* Se observo el hemoparasito (100x con
aceite de inmersion) para clasificarlos en gatos con
y sin evidencia citoldgica, es decir, frotis positivos
y negativos a micoplasmas, respectivamente.

Extraccion de ADN.

Para obtener el templado final de ADN
se utilizd 0,5 mL de sangre entera por muestra,
siguiendo el protocolo de extraccion que se indica
en el producto comercial DNAzol® BD Reagent
(Laboratorios Invitrogen); se dispuso de agua
ultra pura (libre de ARNasas y ADNasas) para la
elusion final.

Deteccion por PCR.
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Los iniciadores que se utilizaron para
amplificar el gen ribosomal (rRNA) 16S forward y
reverse fueron 5'- ACG AAA GTC TGA TGG AGC
AAT A -3’y 5- ACG CCC AAT AAA TCC G(A/G)A
TAA T -3', respectivamente.?> Estos iniciadores se
encargaron al Laboratorio Invitrogen. Un volumen
final de 20 mL de mezcla de reaccidon contenia:
tampén PCR 20 mM a pH 8,3; MgCl2 3,5 mM;
mezcla de dNTP’s 0,3 mM ; cada primer 0,1 mM;
Taq polimerasa 1U vy agua ultra pura estéril en
cantidad suficiente para obtener el volumen final.
Luego se agregd 1 mL de templado de ADN,
correspondiente a cada muestra.

La amplificacion se realizd en un
termociclador (MJ Research, Peltier Termal Cycler
PTC-200), con un protocolo de tiempo como se
indica a continuacion: 10 minutos de incubacién a
20° Cseguidos por dos minutos de desnaturalizacion
a 95° C, luego 45 ciclos de un minuto de
desnaturalizacion a 95° C, un minuto de alineacién
a 60° C, 30 segundos de extension a 72° C, luego
siete minutos a 72° C y finalmente se mantuvo a
4°C hasta el momento de la electroforesis.

Electroforesis en geles de agarosa.

Se prepard un gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio; se colocaron las muestras
en cada carril utilizando Orange C como marcador
de migracion y se realizé una electroforesis durante
20 minutos a 120 V. Se identificaron los controles
positivos desde los mismos templados de ADN
aislados y se utilizd como control negativo, agua
ultra pura libre de DNAsas y RNAsas (Laboratorio
Invitrogen) para monitorear contaminacién. La
identificacion delosproductosdel PCR (amplicones),
tanto para Mycoplasma haemofelis como para
Candidatus Mycoplasma haemominutum se hizo
por comparaciéon de tamafio del control positivo
con el de la escala de ADN marcador de 50 bp
(Invitrogen) através de untransiluminadorde rayos
UV (Modelo 15, UVP). No se utilizd DNA de otros
microorganismos como controles negativos porque

se ha determinado que los templados utilizados son
especificos para amplificar el fragmento del gen 16S
rRNA de FHM e incapaces de amplificar productos
de DNA extraidos de organismos relacionados
con MHF como de Eperytrozoon suis, Micoplasma
genitalium, Bartonella baciliformes.?':25

Analisis estadistico.

Sobre la base de los datos proporcionados
por PCR, estos sedividieron en gatos PCR positivosy
dentro de estos, gatos PCR Mycoplasma haemofelis
positivos y gatos PCR Canidatus Mycoplasma
haemominutum positivos. Luego se compararon
con los gatos positivos al frotis sanguineo y con
los controles negativos al frotis, y también con los
resultados del volumen globular, vale decir, gatos
anémicos y no anémicos. Se utilizd el programa
Epi Info version 3.3.2, aflo 2005 para la prueba
del 2. Sin embargo, debido a los resultados, se
us6 una correccion denominada Test exacto de
Fisher, que se debe considerar cuando las cifras
numeéricas resultantes son menores que cinco
(5). El grado de significancia se definid en el valor
P < 0,05. Ademas, se realizd el test de kappa
para determinar concordancia entre las pruebas
diagndsticas utilizadas.?¢

Resultados

Los resultados obtenidos al analizar las
muestras de sangre de los gatos en estudio por
analisis citologico y a través de la técnica de PCR
se observan en la Tabla 1.

Al examinar al microscopio los frotis
sanguineos se observaron estructuras similares a
FHM en los eritrocitos de 28 muestras (93,3%;
28/30) y no se distinguieron estas estructuras en
2 frotis (6,7%; 2/30). Al analizar los resultados
de PCR, se distinguid un gato (3,3%; 1/30)
positivo a Mycoplasma haemofelis y tres gatos
(10%; 3/30) positivos a Candidatus Mycoplasma
haemominutum.

Tabla 1. Gatos de la comuna de Chilldn positivos y negativos a Micoplasma hemotrdpico felino
(MHF) de acuerdo al andlisis del frotis sanguineo y a través de PCR.

Frotis sanguineo (%) PCR (%)
Numero de gatos positivos a
MHF 28 (93,3) 4 (13,3)
Numero de gatos negativos a
MHF 2(6,7) 26 (86,6)
NUumero de gatos positivos a
M. haemofelis 0 1(3,3)
NUmero de gatos positivos a
Candidatus M. haemominutum 0 3 (10,0)
Coeficiente kappa= 0,06 N=30
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De las 28 muestras positivas al frotis
sanguineo, en una se determind presencia de
Mycoplasma haemofelis (3,6%; 1/28) y en
dos se diagnostico la existencia de Candidatus
Mycoplasma haemominutum (7.1%; 2/28). De las
muestras negativas al frotis sanguineo, una fue
positiva a Candidatus Mycoplasma haemominutum
(50%; 1/2). Al comparar los resultados del examen
citolégico con los del PCR no hay diferencias
significativas (P > 0,05). Ademas al realizar el test
de kappa se obtuvo un valor de coeficiente kappa de
0.06, lo cual indica que no hay concordancia entre
los diagndsticos emitidos por ambas pruebas.

Al analizar los valores de volumen globular
(VG) de los gatos, se puede sefialar que cuatro
gatos (13,3%; 4/30) mostraron VG inferior a
24% y 26 gatos presentaron VG mayor a 24%. Al
considerar el valor de VG con los resultados de PCR
se puede indicar que un 25% (1/4) de los gatos
con VG menor a 24% fue positivo a Mycoplasma
haemofelis. De los gatos con VG mayor a 24%
se determindé un 11,5% (3/26) infectados con
Candidatus Mycoplasma haemominutum (Tabla2).

Los productos amplificados por PCR de
FMH se muestran en las figuras 1, 2 y 3. En la
figura 1 se observa una banda de ADN de 170 bp
que por su tamafio corresponde a Mycoplasma
haemofelis. En la figura 2 se observa una banda
de ADN de 193 bp que concuerda con la magnitud
de Candidatus Mycoplasma haemominutum y en la
figura 3 se observa dos bandas de ADN de 170 bp
y 193 bp que pertenecen al tamafio determinado
para las dos formas de Micoplasma spp .

Discusion

Los resultados obtenidos indican que es
posible implementarlatécnica de PCR paradetectar
la presencia de Micoplasma spp. en gatos. En las
muestras de sangre de los gatos de este estudio,
analizadas a través de PCR, se observo la existencia
de las variedades Mycoplasma haemofelis y
Candidatus Mycoplasma haemominutum.

La técnica de PCR es muy util, precisa y
altamente sensible; es necesario trabajar con

extrema precaucion para reducir los falsos positivos
y se debe utilizar agua destilada ultra pura libre de
DNAsas y RNAsas como control negativos.?”

En este trabajo, de las 30 muestras
sanguineas de gatos analizadas un 10,7% fueron
positivas tanto al examen citolégico como al PCR;
un 3,3% fue positivo a Mycoplasma haemofelis,
un 10% a Candidatus Mycoplasma haemominutum
y ningun animal fue positivo a ambas formas.
Estos resultados son similares a los obtenidos por
otros autores, quienes determinaron un 13,2% de
los gatos en estudio positivos al examen citoldgico
y al PCR; sin embargo ellos encontraron un 9,4%
positivos a H. felis OH (Mycoplasma haemofelis)
y 1,9% infectados con H. felis CA (Candidatus
Mycoplasma haemominutum).?> Trabajos realizados
en Canada identificaron que el 12% de gatos eran
positivos a PCR; un ycoplasma 5,1 % presentaba
Mycoplasma haemofelis y 6,9 % poseia Candidatus
Mycoplasma haemominutum.?8

Al considerar el volumen globular, se
encontré un 13,3% de los gatos con VG bajo
los valores de referencia normal para la especie;
de éstos, un 25% fue positivo a Mycoplasma
haemofelis y correspondié a un gato anémico con
VG de 17%. En contraposicion, un 86,7% resultd
no anémico, y de éstos un 11,5% fue positivo para
Candidatus Mycoplasma haemominutum. Estos
resultados concuerdan con los publicados por
investigadores que han encontrado que gatos
con anemia, depresion intensa y fiebre estan
relacionados con Mycoplasma haemofelis y, que
la mayoria de los gatos no anémicos y levemente
letargicos, presentan Candidatus Mycoplasma
haemominutum.? 22:25 29-31

Se ha demostrado que los gatos PCR
positivos para Mycoplasma Haemofelis muestran
anemia moderada a severa y anemia regenerativa y
macrocitica.3%32 En este estudio, los gatos positivos
a Candidatus Mycoplasma haemominutum no
presentaron anemia; esta baja o nula patogenicidad
podria deberse alaexistenciade unagente patdégeno
concomitante, que no se determind, ya que no era
el objetivo de este estudio. Se ha sefialado que la
coinfeccion de Candidatus Mycoplasma

Tabla 2. Volumen globular (%) de gatos de la comuna de Chilldn positivos y negativos a Mycoplasma hae-
mofelis y a Candidatus Mycoplasma haemominutum.

Volumen globular | M. haemofelis (%) | “Candidatus” M.

(nimero de gatos) haemominutum” (%) | Total (%)
< 24% (4) 1 (25) 0 (0) 1 (25)
>24% (26) 0 (0) 3 (11,5) 3(11,5)
Total (30) 1(3,3) 3 (10) 4 (13,3)

P > 0,05 N=30
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FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2%,
tefiido con bromuro de etidio, del producto amplificado
por PCR de templados de ADN extraidos desde sangre
de gatos. A: Escala marcadora de ADN (50 bp); B, C,
D, E, Fy G muestras PCR negativas; H: Mycoplasma
haemofelis (170 bp); I: Control negativo.

FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa al
2%, teftido con bromuro de etidio, de los productos
amplificados por PCR de templados de ADN extraidos
desde sangre de gatos. A: Escala marcadora de ADN
(50 bp); B, C y D: muestras PCR negativos; E'y G:
Candidatus Mycoplasma haemominutum (193 bp); F:
Control negativo.

FIGURA 3. Electroforesis en gel de agarosa al
2%, teniido con bromuro de etidio, que muestra el
producto amplificado por PCR de templados de ADN
extraidos desde sangre de gatos de Chilldn. A: Escala
marcadora de ADN (50 bp); B, D, E, G y H: muestras
PCR negativas; B: Mycoplasma haemofelis (170
bp); I: Candidatus Mycoplasma haemominutum (193
bp);F: Control negativo.
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haemominutum con Leucemia viral felina (FelLV)
predispondria a enfermedades mieloproliferativas
y a anemia severa, asi como también en gatos
seniles con linfoma y negativos a FelLV. 3334

Un resultado positivo obtenido a través
de PCR deberia interpretarse en concordancia
con la especie identificada, con los hallazgos
hematoldgicosy con los signos clinicos encontrados,
ya que los resultados positivos no necesariamente
significan que el agente aislado sea la causa de
la enfermedad. Asimismo, si no existen signos
clinicos en presencia de Micoplasma spp. se puede
sugerir que el microorganismo esta causando
una infeccion latente.l 35-37

Al andlisis estadistico de este estudio en
particular,noseencontréunadiferenciasignificativa,
tanto para los grupos de gatos positivos y negativos
al examen citoldgico, como para los anémicos y no
anémicos con el resultado del PCR; sin embargo,
de acuerdo al valor de kappa, no hay concordancia
entre las pruebas diagndsticas utilizadas. Al
examinar los resultados del frotis sanguineo, se
observd un 93,3% de los gatos con estructuras
similares a hemoparasitos en los eritrocitos y, de
éstos, un 10,7% fueron positivos también al PCR,
un 3,6% para Mycoplasma haemofelis y un 7,1%
para Candidatus Mycoplasma haemominutum; en
cambio, un 6,7% resultaron con frotis negativos vy,
de éstos, un 50% fue PCR positivo para Candidatus
Mycoplasma haemominutum, lo que indica que la
mitad de ellos resulté como falso negativo al frotis.
Sin embargo, debido al bajo nimero de gatos
controles, estos resultados no pueden considerarse
concluyentes. Los resultados de este trabajo
son similares a los encontrados por autores que
describen que un 100% de los gatos estudiados se
diagnosticaron con infeccién por hemoplasmas al
analizar los frotis sanguineos y, que después del
PCR, fueron positivos un 32,1% para Candidatus
Mycoplasma haemominutum, un 6,4% Mycoplasma
haemofelis y un 6,4% para ambas especies.3!

Los iniciadores utilizados para el PCR de
esta investigacion son especie-especificos, sin
embargo, seria necesario una secuenciacion de los
templados de ADN extraidos desde las muestras
sanguineas, con la finalidad de demostrar la
identidad genética del hemoparasito en cuestion,
al igual que estudios hechos en Inglaterra, donde
la especie aislada mostré una homologia con
Candidatus Mycoplasma haemominutum vy, en
Australia, el organismo identificado tienen una
similitud del 100% con Mycoplasma haemofelis.383°
Ademas, existe la variante Candidatus Mycoplasma
turicensis que se ha detectado en gatos utilizando
la técnica real-time PCR. 40 4t

De los resultados obtenidos se puede

54

concluir que a través de la técnica PCR se detectd
Micoplasma spp. en gatos de la comuna de Chillan,
infectados naturalmente. Por los tamafios de
los productos amplificados por PCR de los ADN
aislados desde los gatos en estudio, las especies
corresponderian a Mycoplasma haemofelis y a
Candidatus Mycoplasma haemominutum.

Cabe sefialar que el examen citoldgico no
es determinante en el diagndstico de micoplasmosis
felina. Mientras no se realice la técnica de PCR como
un analisis de rutina en los laboratorios clinicos y/
o se disponga de una prueba seroldgica confiable
para detectar hemoplasma felino; 2 los médicos
veterinarios tienen que considerar la concordancia
entre el resultado del analisis del frotis sanguineo y
los signos clinicos que manifiestan los gatos, para
implementar un tratamiento adecuado.
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