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Resumen

El objetivo del trabajo consiste en la deteccién de
hemoplasmas felinos por la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de Polimerasa) en gatos
domesticos de la Ciudad de Encarnaciéon y
Asuncion. Para ello se extrae el ADN de 42 muestras
de sanare, luego se utilizé una prueba para la
confirmacion de ADN en aquellas muestras,
cumpliendo este fin el GAPDH como la prueba
tamiz, dando como resultado 28 muestras con ADN
(66,66%) de este grupo un total de 2 fueron
positivas a hemoplasmas felinos, especificamente
a Mycoplasma haemominutum (4,7%)
demostrando la presencia de esta cepa en la
poblacion analizada.
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Summary

The aim of this study was the Hemotropic
Mycoplasma detection by Polimerase chain
reaction technigue in domestic cats of Encarmacion
and Asuncion cities. DNA was extracted from 42
blood samples (66,66%) then, 28 samples using
GAPDH as a housekeeping gene were positive. For
Mycoplasma haemominutum 2 samples ( 4,76%)
were amplified, demonstrating the presence of this
strain in the analyzed population.
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Introduccion

Los Hemoplasmas (Micoplasmas) son bacterias
gram negativas sin pared celular que infectan la
superficie de los glébulos rojos, Dos cepas son
consideradas las causantes de la enfermedad;
Mycoplasma haemofelis (Mhhf) y Candidatus
Mycoplasma haemominutum. (Tanahara, 2010).

El problema presente en los Micoplasmas es gue
no pueden ser facilmente detectados por formas
convencionales como el hemograma o la
evaluacion por citolégia, encontrandose en esta
ultima una baja sensibilidad del 0% para la
deteccion de Mycoplasma haemofelis y del 10,3%
para Mycoplasma haemominutum: al comparar
con un diagnéstico realizado por PCR (Nibblet.
2009),

El PCR ofrece la ventaja de ampliar un fragmento del
ADN de estos microorganismos a niveles
detectables, para luego ser procesados por
protocolos y equipamiento adecuado,
interpretéandose como resultado positivo al test de
PCR la presencia del genoma patdgenc en la
muestra analizada ( Viljoen, 2005), ademas de
consistir en el método mas sensible y especifico
para la deteccion de este tipo de organismos (Sykes,
2010).

Actualmente en el pais aun no se cuentan con datos
de su presencia a traves de esta técnica, por lo que
el objetivo principal de este trabajo fue demostrar
la existencia de los Micoplasmas en felinos
domesticos de la ciudad de Encarnacion y Asuncién
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comprendidos entre los tres hasta diez afos de
edad por el método de PCR.

Una vez alcanzado este punto, el siguiente objetivo
es determinar cual de los tres tipos de Micoplasmas;
Mycoplasma haemofelis (Mhhf) ,Candidatus
Mycoplasma haemominutum y Candidatus
Mycoplasma turicensis (Cmt) es la cepa encontrada
en las muestras obtenidas a través de la extraccion
de ADN a partir de sangre enterasin anticoagulante.

Con el hallazgo de estos organismos, se aportara no
solo la identificacion propiamente dicha sino
también una base para futuros estudios de
prevalencia, ya que existen datos de que estos
microorganismos estan presentes en Sudamérica,
como en Lima - Perl, mayor al 5% (Garcia, 2005);
13,3% en Chillan - Chile (Cruz-Zuleta, 2005) y de
26% en Brasil, region metropolitana de Belén
(Franco,2008).

En Canada, Estados Unidos, Sudéafrica e Inglaterra
los datos van de 10 - 40% (Tanahara, 2010).

En cuanto a las implicancias en salud piblica se ha
detectado la presencia de Mycoplasma haemofelisa
través de PCR en un paciente humano infectado con
VIH en Brasil, quien ademas estuvo coinfectado con
Bartonella henselae sugiriendc el potencial
zoonético de estos organismos, en pacientes
humanos con anemia marcada y lupus eritematoso,
por lo que el manejo de sangre de gatos infectados
debe realizarse con precaucion. (Sykes, 2010).

Materiales y Métodos

Se seleccionaron animales de la especie felina, sin
distincién de sexo, raza o sintomatologia de
hemoplasmosis, asi como animales jovenes desde
los 3 meses y adultos de 10 afos que acudieron a
clinicas privadas de las mencionadas ciudades
desde marzo 2010 hasta agosto del 2011.

De 1ml de sangre entera recolectada de la vena
cefalica del antebrazo se realizd la centrifugacion
de las muestras para la extraccion de ADN a partir
de suero con el kit comercial listo para usar DNeasy
Blood and Tissue kit 250, Qiagen ®. Para la

Pég.29-3;
verificacién de ADN en las muestras se utilizo al
GAPDH como una prueba tamiz o housekeeing
gene. Las secuencias de primers utilizados con 5yl
de ADN fueron:

Primer: F 5'CCTTCATTGACCTCAACTACAT3’

Primer: R‘3CCAAAGTTGTCATGGATGACCS". Las
condiciones para la reaccién de PCR fueron 5ul de
buffer, 1,5l de solucién de MgClI2, 0,5l de Primer:
F 5'CCTTCATTGACCTCAACTACAT3', 0,5ul de
Primer: R'3CCAAAGTTGTCATGGATGACCS' 11,8
de agua Milli-Q y 1ul de 5U/ul de Taq Polimerasa.
Los ciclos fueron; desnaturalizacion a 95°C por 2
min; 34 ciclos de desnaturalizacion (34°C por 45
segundos cada uno), alineamiento (55°C por 45
segundos cada uno), extension (72°C por 45
segundos) y extension final a 72°C por 5 minutos.
Los productos de 399 bp fueron resueltos por
electroforesis en gel de agararosa al 1,5% y tincion
en bromuro de efidio.

Las muestras en las cuales se detectd la presencia
de ADN fueron sometidas a tres protocolos para la
deteccién de Mycoplasma haemofelis, Candidatus
Mycoplasma haemonitum y Candidatus
Mycoplasma turicensis, dando positivo al segundo
tipo y en el que se utilizd el siguiente protocolo
para la deteccion de la cepa Candidatus
Mycoplasma haemonitum, utilizando primers
obtenidos a partir de la amplificacion del gen 16 S
rRNA del genero Mycoplasma, siendo las
secuencias; Primer CALI F1
5 'GCATAATGTCGCAATC'3 Primer CALI R1
3'GTTTCAACTACTTCTCCC'S. Las condiciones para
la reaccion de PCR fueron 5ul de ADN se adiciond
a una solucién de mastermix que contuvo, 5 pl de
buffer, 1,5l de solucién de 25mM de MgCl2, 0,5¢
de 10mM de dNTP 0,5 ul de 10 pmol de Primer:
CALI F1 5'GCATAATGTCGCAATC'3, 0,5 ul de 10
pmol de Primer: CALI R1
I'GTTTCAACTACTTCTCCC'S, 11.75 pl de agua Milli-
Qy 0,25 ul de 5U/ul Tag polimerasa.

Los ciclos utilizados fueron: desnaturalizacién a
95°C por 2 minutos; 37 ciclos de desnaturalizacion
(94°C por 45 segundos cada uno), alineamiento
(54°C por 45 segundos), extensién (72° C por 45
segundos) y extension final a 72°C por 7 minutos.
Los productos de 192 pb fueron resueltos en gel de
agarosa al 1,5%. Como control positivo se utilizd
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ADN de un felino infectado con Mycoplasma
haemominutum y como control negativo agua
Milli-Q desionizada y destilada.

Resultados y Discusion

Un total de 42 animales de la especie felina
formaron parte del estudio con la finalidad de
detectar Hemoplasmas por la técnica de PCR, de los
42 felinos, fueron 17 hembras (40%) y 25 machos
(60%). 4 provenientes de la ciudad de Asuncién y 38
de la Ciudad de Encarnacion. Luego de la
realizacién del protocolo de PCR para GAPDH, se
detectaron ADN en 28 muestras (66,66%) las
muestras que amplificaron 399 pb fueron
consideradas con presencia de ADN, para luego
someterlas a los protocolos de PCR para la
determinacion de la cepa de Mycoplasma
haemominutum (Mhm). Las muestras que
amplificaron 192pb fueron consideradas positivas
a Mycoplasma haemominutum (Mhm). (FIGURA)

La Hemobartonelosis suele ser una enfermedad
secundaria a otras patologias, en especial en
aquellas inmunosupresoras. Mycoplasma
haemominutum es el mas prevalente de los tres
tipos de Hemoplasmas, con porcentajes que van de
un quinto (20%) a un medio (50%) de gatos que
presentan o no signos clinicos, aumentando la
prevalencia de infeccion en gatos mas viejos. En
cuanto a la prevalencia de Candidatus Mycoplasma
turicensis es similar a Mycoplasma haemofelis con
estudios mostrando un 0,5% a 10% en gatos
enfermos con potencial patogénico
aparentemente bajo. (Sykes, 2010).

Es conveniente hacer notar las diferencias de
prevalencia en los tres tipos de Mycoplasmas para
la discusién de los resultados obtenidos, debido a
que estos se acercaron al rango de prevalencia.
Anteriormente se habia sefialado que Mycoplama
haemominutum demostraba ser en la mayoria de
los estudios basados en PCR el mas prevalente de
los Mycoplasmas, por lo que se demuestra en este
trabajo que Mycoplasma haemominutum fue el
tipo que mas sobresalio en las muestras analizadas,
y el resultado de 4,76%, bajo en comparacion a el
promedio de los datos obtenidos se debe a la baja
cantidad de muestras con ADN obtenidas.

Pég. 26-32

Se seleccionaron felinos domésticos de la Ciudad
de Encarnacion y Asuncién con el objeto de
detectar la presencia de Hemoplasmas felinos por
medio de la técnica de reaccién en cadena de
polimerasa, asi como el tipo de Hemoplasma por
medio de la extraccion de ADN a partir de sangre
entera sin anticoagulante, de un total de 42 felinos,
2 resultaron positivos a Hemoplasmas.

Se recomienda realizar un estudio de la poblacién
felina existente en un area geogréfica determinada,
como Encarnacidn, para estudios de prevalencia e
incidencia en el futuro.
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