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1.1. RESUMEN.

Mycoplasma hemotropico (previamente llamado Haemobartonella) es el agente
causal de la Anemia Infecciosa Felina (AIF). Tres especies 0 especies candidatas han
sido reconocidas en los felinos: Mycoplasma haemofelis (M haemofelis), Candidatus
Mycoplasma haemominutum (CM haemominutum) y Candidatus Mycoplasma turicensis
(CM turicensis). Este estudio ha sido el primero en realizar ensayo de PCR para la
deteccion de Mycoplasmas hemotrépicos en Israel. Los objetivos de este estudio fueron
la evaluacion de la prevalencia e identidad de los Mycoplasmas hemotrdpicos presentes
en los gatos de Israel y comparar la prevalencia y la distribucion de las especies en
diferentes poblaciones de gatos.

Muestras de sangre de gatos de diferentes origenes de acuerdo a su origen,
género y edad fueron colectadas y el ensayo de PCR fue realizado utilizando partidores
universales de Mycoplasma. Ademas, se realiz6 un ensayo de PCR para la deteccion del
Virus de la Inmunodeficiencia Felina (VIF) y un ensayo seroldgico de deteccion del
Virus de la Leucemia Felina (ViLeF). Todos los productos de PCR (Mycoplasma y
VIF) fueron secuenciados para alcanzar una identificacion a nivel de la especie.

En el total de muestras evaluadas (n=55), se encontrd una prevalencia de 49% de
Mycoplasma hemotrépico, asi como, las tres especies de Mycoplasmas hemotropicos
internacionalmente conocidas, mientras que la especie CM turicensis fue encontrada
por primera vez en lIsrael. Una diferencia significativa (P<0,005) se encontré en la
prevalencia de las especies de Mycoplasma hemotropico en gatos de los distintos
origenes. En las muestras de gatos provenientes tanto del Hospital Veterinario de Bet
Dagan o desde el banco de sangre, en los machos y con estatus de VIF positivo, la
especie de mayor prevalencia fue CM haemominutum, mientras que en las muestras
obtenidas desde gatos callejeros y negativos a VIF, CM turicensis fue la especie mas
prevalente.

Asi en este estudio se concluye que la prevalencia de Mycoplasma hemotropico
en gatos en lIsrael parece ser alta. Las tres especies conocidas de Mycoplasma
hemotrdpico que los afectan, estan presentes en Israel y su prevalencia es aparentemente

diferente en gatos de distintas poblaciones.



1.2. SUMMARY.

Molecular survey of hemotrophic Mycoplasma species in cats from Israel.

Hemotrophic Mycoplasmas (previously Haemobartonella) are the causative
agents of “Feline Infectious Anemia”. Three spp. or candidate spp. have been
recognized in cats: Mycoplasma haemofelis (M haemofelis), Candidatus
Mycoplasma haemominutum (CM haemominutum) and Candidatus Mycoplasma
turicensis (CM Turicensis). This is the first survey of feline hemotrophic
Mycoplasma spp. performed in Israel using PCR. The goals of the study were to
evaluate the prevalence and identity of the hemotrophic Mycoplasma in cats in Israel
and to compare the prevalence and spp. distribution in different cat populations.

Blood samples of cats from different sources were collected and PCR was
performed using universal Mycoplasma primers. Feline immunodeficiency virus
(FIV) detection was also performed by PCR. Feline leukemia virus was detected by
ELISA. All PCR products (Mycoplasma and FIV) were sequenced to achieve
identification at the species level.

A 49% prevalence rate of hemotrophic mycoplasmas was found among all
samples evaluated (n=55). The three internationally known hemotrophic
Mycoplasma spp. were found and CM turicensis was identified for the first time in
Israel. The samples were divided into distinct sub-groups according to their origin,
gender, age and their FIV status. Significant differences (P<0,005) were found
among the hemotrophic Mycoplasma spp. prevalent in cats from different sources.
In cats from the veterinary hospital or blood bank, males and FIV positive cats, the
most prevalent spp. was CM haemominutum, while in stray cats and FIV-negative
cats, CM turicensis was the most prevalent sp.

The conclusion of this study is that the prevalence of hemotrophic
Mycoplasma infection in cats in Israel appears to be high. The three known
hemotrophic Mycoplasma spp. which infect cats are present in Israel and their

prevalence is apparently different in cats from distinct populations.



2. INTRODUCCION.

En los ultimos afios existe un creciente interés en el agente causal de la “Anemia
Infecciosa Felina” (“Hemobartonellosis™), que tras afos de ser considerado como
Haemobartonella, perteneciente al orden Rickettsia, fue reclasificado como
“Mycoplasma hemotropico” (también llamado “Hemoplasma™). La reclasificacion se
logréd a través del uso de ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que puso
en evidencia la verdadera naturaleza del agente al analizar un fragmento de su ADN y
reconocer la semejanza estructural que tiene a los miembros del género Mycoplasma.

Antiguamente, el reconocimiento del agente y el diagnéstico definitivo de la
enfermedad, se realizaban solamente por la observacion directa de un frotis sanguineo
por microscopia, prueba que tiene una sensibilidad limitada, consecuentemente la
investigacion sobre la enfermedad y el agente etiol6gico, no daba certeza alguna sobre
sus verdaderas caracteristicas. En cambio, con el uso de PCR se obtiene una alta
sensibilidad, ademas, se genera un producto que se puede secuenciar, comparar y
analizar filogenéticamente. Esto ha permitido comprobar la existencia de distintas
especies y variedades de hemoplasma. Por el mismo motivo, el PCR ha permitido
conocer la prevalencia, analizar los factores de riesgo, los cuadros clinicos generados,
las relaciones que tiene con otros agentes y enfermedades, entre otros, lo que explica el
aumento actual de las investigaciones sobre el tema.

Al analizar los resultados de los estudios realizados en distintos lugares del
mundo, se encuentran valores y conclusiones muy variados, lo que sugiere la
importancia que tienen la geografia, el clima, el estatus sanitario y la distribucion de las
distintas especies de hemoplasma.

Este estudio fue realizado en la Escuela de Medicina Veterinaria de Koret en
Rehovot, Israel, y fue el primer ensayo de PCR en Mycoplasma hemotropico en gatos
realizado en este pais. El ensayo tuvo la finalidad de comprobar la presencia y definir la
identidad del agente, informacion que en un futuro cercano permitira continuar
analizando a las variedades de Mycoplasma hemotrdpico presentes en el pais y realizar
estudios relacionados con las distintas caracteristicas de la enfermedad y su

epidemiologia.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1. Historia.

Los organismos antiguamente conocidos como Haemobartonella sp y
Eperythrozoon sp son pequefias bacterias pleomorficas que parasitan a los globulos
rojos de un amplio rango de animales vertebrados. Estos parasitos sanguineos fueron
observados por primera vez en ratones (E. coccoides) y perros (H. canis) en Alemania
en 1928. Desde entonces, la presencia de estos parasitos fue descrita en cerdos, ovejas,
cabras, bovinos, llamas y alpacas, gatos, perros, ratas, monos e incluso en seres
humanos, en todo el mundo. En el afio 1953, Flint y Moss reconocieron a H. felis como
el agente causal de la “Anemia Infecciosa Felina”, una enfermedad contagiosa en los
gatos. Dos especies de Haemobartonella han sido descritas en gatos; el organismo
“Ohio” o la forma grande de H. felis, el agente causal de la enfermedad y el organismo

“California” o la forma pequefia, que parece tener virulencia baja (Messick, 2004).

3.2. Morfologia.

Los organismos son gram-negativos, parasitos obligados de los glébulos rojos
que no han crecido con éxito en ningin medio de cultivo. Pueden tener una forma de
rueda, esférica o de anillo y se sitlan individualmente o en cadenas sobre la superficie
del glébulo rojo. La diferenciacién morfoldgica entre los dos géneros se basaba en la
forma de presentacion sobre la superficie de los glébulos rojos, siendo la mas frecuente
en forma de anillos o libres en el plasma sanguineo en Eperythrozoon sp en
comparacion a Hemobartonella sp (Messick, 2004).

Los hallazgos ultraestructurales muestran que los organismos son redondos a
elongados, de diametro entre 0,3 y 3 um y son rodeados por una sola membrana
limitante. A pesar de no tener nucleo, pequefios granulos y algunas estructuras
filamentosas se encuentran en sus citoplasmas. Los parasitos se adhieren, pero no
penetran la superficie de los glébulos rojos. Se encuentran en pequefias depresiones y en
los profundos pliegues de la superficie, con una zona de separacion de 15 a 25 nm entre
el parasito y la membrana del glébulo rojo. Delicadas fibrillas se extienden desde el
parasito a esa zona, adjuntando el organismo a su célula hospedera (Messick, 2004).



3.3. Reclasificacion.

La confusion sobre la verdadera naturaleza de este agente ha persistido durante
los dltimos 50 afios. Hasta el afio 1993, el orden Rickettsiales contenia 3 familias:
Rickettsiaceae, Bartonellaceae y Anaplasmataceae. Las bacterias hemotrdpicas,
Hemobartonella y Eperythrozoon, estaban clasificadas como miembros de la familia
Anaplasmataceae, en base a sus caracteristicas bioldgicas y fenotipicas, como son el
pequefio tamafo, la tincidn gram negativa, el parasitismo de los glébulos rojos y la
transmision mediante artropodos hematofagos (Willi et al., 2007). Sin embargo, se
sostenia una larga sospecha de que este agente no era un parasito rickettsial y parecia
estar mas relacionado con los miembros de la clase Mollicutes. Esta sospecha se baso en
la ausencia de parasitismo intracelular, su pequefio tamafo, la falta de pared celular y de
flagelo, la resistencia a la penicilina y sus analogos y su susceptibilidad a las
tetraciclinas (Messick, 2004).

Como los hemoplasmas no se han logrado cultivar con éxito en agar ni en
cultivo celular, el unico medio de diagndstico de los animales infectados era la
identificacion microscopica de frétis sanguineo tefiido con Giemsa, siendo un método
de poca sensibilidad de deteccion. El diagndstico también se complicaba por la carencia
de una parasitemia identificable en los estados latentes o cronicos de la enfermedad y la
rapida pérdida de la parasitemia luego de la presentacion de los signos clinicos en los
gatos con cuadros agudos. La falta de un examen eficiente para el diagndstico de
cuadros agudos y crénicos, resulté en una enorme controversia en la consideracion del
verdadero impacto de esta enfermedad en la poblacién de los felinos (Messick et al.,
1998).

Solo recientemente, un preciso y objetivo medio de clasificacion filogenética de
bacterias hizo posible su identificacion, a través del analisis de la secuencia del gen 16S
ARN ribosomal (ARNr). En 1997, Rikihisa et al., reportaron por primera vez la
secuencia del gen 16S ARNr de Haemobartonella sp y Eperythrozoon sp. La secuencia
se obtuvo mediante el uso de ensayo de PCR y el consecuente analisis de productos
amplificados, secuenciados y comparados con secuencias conocidas de distintas
bacterias (Anaplasma marginale, Mycoplasma muris, Bartonella henselae, Ureaplasma
canigenitalum, entre otras) (Messick, 2004), determinando que en base a las secuencias

encontradas, que generaron muy pequefia similitud con los organismos Rickettsiales,



ellos no pertenecen a la familia Anaplasmataceae o siquiera al orden Rickettsia y su
relacion filogenética es mas cercana a los Mycoplasmas (Rikihisa et al., 1997).
Posteriormente, fue propuesto que la clasificacion taxonomica debia ser
modificada para reflejar los nuevos conocimientos de la afiliacion filogenética de
Haemobartonella sp y Eperythrozoon sp con el género Mycoplasma y que la
designacion “Candidatus” seria adjuntada a las especies que fueran nuevas y/o no
completamente descritas. Entonces, H. felis (Organismo Ohio o forma grande) fue
transferido al género Mycoplasma como Mycoplasma haemofelis (M haemofelis) y el
organismo California o la forma pequefia, que es una especie con caracterizacion
incompleta, fue designada como “Candidatus Mycoplasma haemominutum” (CM

haemominutum) (Messick, 2004).

3.4. Estudios Filogenéticos.

En el 2003, se publicd un analisis de las especies conocidas de hemoplasma,
incluyendo muestras de sangre de gatos y perros de Europa, Australia, Africa y Asia, en
el cual fue construido un arbol filogenético, revelando una division de estos organismos
en dos grupos distintos. En uno se encontraron los aislados consistentes con CM
haemominutum y en el otro, los aislados consistentes con M haemofelis. Este estudio
reporté ademas, sobre la existencia de un patdgeno hemotrépico con una secuencia del
gen 16S ARNTr, casi idéntica a las descritas en Estados Unidos, en perros y gatos de
Alemania, Reino Unido, Francia, Australia, Sudafrica e Israel (Tasker et al., 2003a), a
pesar de encontrar grandes diferencias porcentuales entre las secuencias de nucleétidos
aisladas, que generan en el autor inquietud sobre los criterios de definicion de nuevas
especies de hemoplasma.

En el 2005, se descubrid una tercera especie de hemoplasma felino aislada desde
una muestra de sangre obtenida de un gato con signos clinicos de una severa anemia
hemolitica en Suiza, que luego fue nombrada: “Candidatus Mycoplasma turicensis”
(CM turicensis) (Willi et al., 2005). Posteriormente, en 2006, este agente fue aislado
desde muestras de sangre de gatos de tres continentes distintos (Europa, Australia y
Africa), demostrando que la infeccion con CM turicensis en gatos existe en una amplia

area geografica (Willi et al., 2006b).



3.5 Estudios complementarios.
3.5.1. Efecto clinico.

Siendo el PCR un medio de diagndstico de alta sensibilidad y especificidad
(Tasker et al., 2003b), da la certeza necesaria en el reconocimiento del agente y facilita
la investigacion sobre las distintas caracteristicas del organismo y de la enfermedad.
Ademas, permite distinguir en forma confiable entre las distintas especies de
hemoplasma vy asi, especificar cual esta presente en cada muestra y si la infeccion es
simple (de una especie) o mixta (coinfeccion) (Tasker et al., 2003b). Esto ha permitido
estudiar el efecto patolégico de cada especie, ya que se sabe que los hemoplasmas
causan un gran rango de cuadros clinicos, desde asintomaticos a severos y posiblemente
fatales. En los felinos, la infeccion aguda esta asociada a una parasitemia masiva de M
haemofelis. Los gatos infectados presentan anemia hemolitica severa y las principales
manifestaciones clinicas son taquipnea, letargia, depresion, anorexia, mucosas palidas,
ictericia, emaciacion, deshidratacion y esplenomegalia (Harrus et al., 2002). En cambio,
una infeccion con CM haemominutum en animal sano s6lo genera leves signos clinicos.
La infeccidn crénica con hemoplasma se caracteriza por bajo o indetectable nimero de
parésitos en los frétis sanguineos (independiente a su especie) y por signos de anemia
leve 0 un cuadro asintomatico. Ademas, existe un estado de portador en los gatos que se
recuperan de la enfermedad aguda, incluso cuando se realiza un tratamiento antibi6tico
efectivo (Messick, 2004).

En el caso de una infeccién natural con CM turicensis, Willi et al. (2006a)
describieron una carga parasitaria sanguinea significativamente mas baja que la
encontrada con M haemofelis y CM haemominutum y no encontraron una correlacién
entre la infeccion y un bajo volumen globular aglomerado (VGA). En cambio, una
transmision experimental de CM turicensis a gatos libres de patogenos, resultd en el
desarrollo de anemia moderada a marcada en todos ellos. Anemia mas severa y una
mayor bacteremia fueron observadas en un gato que fue previamente
inmunocomprometido a través de la administracion de corticoesteroides. El potencial
patogeno de esta especie, parece depender de cofactores tales como inmunosupresion o

coinfeccion con otros hemoplasmas (Willi et al., 2007).

A través del PCR se ha reconocido la existencia de casos de coinfeccion, con dos

e incluso tres especies de hemoplasma, generandose un efecto aditivo y cuadros clinicos
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mas severos. La existencia de la coinfeccidn, sugiere al menos tres alternativas: que no
existe una proteccion inmunoldgica cruzada entre las distintas especies, que tienen
similares rutas de transmision o que la infeccion con una especie, aumenta la

susceptibilidad a las otras especies (Willi et al., 2006b).

3.5.2. Prevalencia.

La prevalencia de la infeccidbn muestra mucha variacion entre los distintos
estudios. Asi, en el Reino Unido varié entre 5,15 a 42% cuando el diagndstico se realiz
por observacion directa (Tasker et al., 2003b). Sin embargo, los resultados también son
variados al estudiarla mediante ensayo de PCR. Algunas prevalencias publicadas son las
siguientes; En Estados Unidos en 2001 se reportd un 19,5%, en Reino Unido en 2003 un
18,5% (Tasker et al., 2003b), mientras Willi et al., 2005 reportaron un 8,5 % en Suiza.
Estas diferencias sugieren que pueden existir variaciones geograficas en la prevalencia
de las distintas especies de hemoplasma (Tasker et al., 2003b). Ademas, Willi et al.,
(2006b) al comparar las prevalencias de Sudafrica, Reino Unido, Australia y distintas
regiones de Suiza, encontraron mayores prevalencias en paises con climas mas calidos,
sugiriendo que los artropodos hematdfagos presentes pueden tener un importante rol en
la transmision de hemoplasma, existiendo un mayor numero o distintas variedades de

ellos en estos climas.

Un estudio reciente realizado en Brasil, en que se investigo la prevalencia y los
factores de riesgo de la infeccion, utiliz6 PCR especifico para M haemofelis y CM
haemominutum en gatos, los que también fueron probados para la presencia del virus de
la inmunodeficiencia felina (VIF) y el virus de la leucemia felina (ViLeF) mediante un
ELISA comercial.

Este estudio reflejé prevalencias de 4,0, 2,6, 12,5y 7,8% de M haemofelis y de
32,51, 50 y 52% de CM haemominutum en grupos de gatos positivos a VIF,
positivos a ViLeF, positivos a VIF y VilLeF y negativos a VIF y VilLeF,

respectivamente (Macieira et al., 2007).

3.5.3. Factores de riesgo.
Numerosos estudios buscan demostrar los factores de riesgo de la infeccion con

hemoplasma. En un andlisis multivariable realizado por Tasker et al., (2003b), aun
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cuando en estudios previos determinaron que los gatos jovenes tenian mayor
predisposicion a la infeccion, demostré que gatos de mayor edad presentan mayor
prevalencia de hemoplasma. Esto puede ser explicado por una mayor exposicion al
agente a medida que pasa el tiempo, ademas de que no ocurre una eliminacién completa
del Mycoplasma hemotropico luego de la recuperacion y, por lo tanto, el gato se
mantiene positivo. La edad se considera como un factor de confusién porque los
animales jovenes son significativamente mas sanos y se sabe que el estado de salud es
un factor de riesgo, ya que el estrés, la inmunosupresion y las enfermedades
concomitantes desencadenan la infeccion con hemoplasma y la presentacion de signos
clinicos. Al comparar gatos mestizos con los de razas finas, los autores no encontraron
diferencias significativas. Algunos estudios postulan que no existe predisposicion por
sexo, sin embargo, se encontrd una mayor prevalencia en los gatos machos. Otro factor
importante es el clima y la presencia de artrépodos hemat6fagos, siendo estos vectores
mecéanicos y responsables de la transmision indirecta, considerada como el principal

medio de transporte del agente entre los gatos (Willi et al., 2006a).

3.5.4. Asociacion con enfermedades retrovirales.

Las infecciones con hemoplasmas raramente causan una enfermedad fulminante
en un hospedero sano. Se relacionan mas frecuentemente con enfermedades de curso
cronico con gran variedad de signos clinicos. De hecho, en el pasado, los Mycoplasmas
se consideraban como “parasitos ideales" por vivir en armonia relativa con sus
hospederos. Sin embargo, la asociacién de una infeccion latente de hemoplasma con una
enfermedad, tanto en animales sanos como en inmunocomprometidos esta emergiendo
ultimamente.

En los felinos, a pesar de que M haemofelis causa una enfermedad primaria,
también es comun reconocerlo como un patégeno que actta en conjunto con los agentes
retrovirales, incluyendo VIF y ViLeF, asi como con otras enfermedades debilitantes.

En un estudio realizado en Brasil se demostré que gatos portadores de VIF y
portadores de ambos VIF y VilLeF, se encontraron en un riesgo mayor de estar
infectados con hemoplasmas que los gatos con estatus retroviral negativo,

principalmente debido a infeccion con CM haemominutum (Macieira et al., 2007).

En el caso de una infeccion experimental, gatos infectados con ViLeF y CM

haemominutum, desarrollaron una anemia mas severa que gatos infectados solo con el
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parésito (Messick, 2004). La infeccion con ViLeF se ha demostrado como un factor de
riesgo de la Anemia Infecciosa Felina, ya que al generar inmunosupresion contribuye a
la infeccidén con hemoplasma e induce la presentacion de signos clinicos, que ademas
son mas severos que en una infeccién causada unicamente por hemoplasma. Harrus et
al., (2002), no encontraron diferencias hematoldgicas o clinicas significativas entre
gatos con estatus de VIF negativo y VIF positivo, pero los ultimos demostraron

tendencia a una reducida sobrevivencia.

3.5.5. Transmision y reservorios.

Las rutas de transmision de los hemoplasmas son ain pobremente comprendidas.
La transmision experimental por las vias intravenosa, intraperitoneal y oral, utilizando
sangre infectada se ha demostrado exitosa. También ha sido reportada la transmision
iatrogénica por transfusion sanguinea (Willi et al. 2007).

Los artropodos hematofagos han sido propuestos como el medio natural de la
transmision del agente entre gatos. ADN de CM haemominutum y de M haemofelis han
sido detectados en pulgas (Ctenocephalides felis) colectadas desde gatos y en heces de
pulgas, pero el intento de transmitir M haemofelis y CM haemominutum entre gatos, a
través de la actividad hematofaga de C. Felis, no fue concluyente (Willi et al. 2007).

Existe una creciente evidencia de transmision directa de hemoplasma entre
gatos. Se ha logrado detectar ADN de hemoplasma en la saliva de animales infectados y
la asociacion de la infeccion de hemoplasma con el género masculino, acceso a la calle
y la presencia de abscesos luego de mordeduras de gatos, apoya esta teoria. Se cree que
la conducta agresiva, mas que el uso compartido de utensilios de comida, es necesaria

para la transmision directa de hemoplasma (Willi et al., 2006a y 2007).
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4. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la presencia y la identidad de Mycoplasma hemotrdpico en sangre de

gatos en Israel.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Estimar el numero de gatos positivos a Mycoplasma hemotrépico.

2. Revelar la identidad de las especies de Mycoplasma hemotrdpico presentes en
Israel.

3. Comparar la prevalencia de Mycoplasma hemotropico y de cada especie de
Mycoplasma hemotrdpico en gatos de distintas poblaciones.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Coleccidn de muestras sanguineas.

Las muestras de sangre fueron colectadas en tubos de ensayo con EDTA, desde
55 gatos provenientes de diferentes lugares de Israel, 29 de los cuales correspondieron a
individuos enfermos admitidos en el Hospital Veterinario de la Escuela de Veterinaria
(Bet Dagan) de la Universidad Hebrea de Jerusalén y a gatos descartados de la lista de
donantes del banco de sangre, que fueron elegidos tras resultar positivos a VIF por un
ensayo seroldgico (ELISA). Los 26 gatos restantes fueron individuos alojados en una
gateria de una sociedad protectora, en la cuidad de Tel Aviv (”Tzaar Baalei Jaim”). Se
recolecto toda la informacidn disponible sobre cada gato: identificacion (género, edad y
raza), localizacién y estado de salud (presencia de signos clinicos y volumen globular
aglomerado (VGA)).

5.2. Extraccion de ADN.

Se utiliz6 el método de fenol-cloroformo para la extraccion del ADN desde las
muestras de sangre entera, adaptando el protocolo descrito por Gal et al., (2007), que se
explica a continuacion: las muestras fueron homogeneizadas y el ADN fue extraido
desde 100 pL de sangre mediante la agregacion de 300 pL de tampon litico (50 mM
NaCl (Sigma®)), 50 mM Tris (Sigma®), 10 mM EDTA [pH = 8,0] (Sigma®)),
proteinasa K (GE healthcare®) en una concentracion final de 250 pg/mL y Triton X-
100 (20%) (Sigma®) en una concentracion final de 1%. Despues de 2 h de incubacion a
56° C y la inactivacion de la proteinasa K en 90° C por 10 min, se agregaron 300 pL de
una mezcla de fenol (Sigma®) (75%), cloroformo (Sigma®) (24%) e isoamilalcohol
(Sigma®) (1%) que luego fue mezclada y centrifugada (12.000 xg) por 3 min. Se
colecto el sobrenadante y fueron agregados 300 pL de una mezcla de fenol (50%),
cloroformo (48%) e isoamilalcohol (2%) que luego fue mezclada y centrifugada (12.000
xg) por 3 min. El sobrenadante fue colectado y se agregaron 300 pL de una mezcla de
cloroformo (96%) e isoamilalcohol (4%), que nuevamente fue mezclada y centrifugada
(12.000 xg) por 3 min. El sobrenadante fue colectado y se agrego un volumen (1:10) de
acetato de Na (WWR international Ltd. ®) (3 M) y luego un volumen de isopropanol
(100%) (Sigma®) (a -20° C). La mezcla fue incubada durante la noche a -20° C. Se
realizd6 una centrifugacion (14.000 xg) a 4° C por 30 min, el sobrenadante fue
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descartado, el pellet fue lavado con 150 pL de etanol (Bio Lab, Ltda. ®) (75%, -20° C)
y centrifugado (13.000 xg) por 15 min. El sobrenadante se descartd nuevamente y el
pellet se dejo secar. ElI ADN fue resuspendido con 30 pL de H20 desionizada y
destilada durante 1 h a 37° C.

En cada sesion de extraccion de ADN, fue incluida una muestra de control
negativo que no incluia sangre (el volumen correspondiente (100 pL) fue sustituido con
H20 destilada), para permitir la deteccion de una contaminacion en caso que la hubiera.

Finalizada cada sesion de extraccion, la concentracion de ADN en los productos
de todas las muestras fue evaluada mediante el uso de un espectrofotémetro (WPA
UV1101 Biotechphotometer®) que sirvio para medir, en funcion de la longitud de
onda, la relacion entre valores de una misma magnitud fotométrica, relativos a dos
haces de radiaciones (260 y 280 A). Al proyectar un haz de luz monocromatica a
través de una muestra y medir la cantidad de luz que es absorbida, se registra la
informacion sobre la naturaleza de la sustancia en la muestra (pureza) y se indica la

cantidad de la sustancia presente.

5.3. Ensayo de PCR.
5.3.1. Ensayo de PCR para Mycoplasma hemotrépico.
Al ser esta investigacion la primera de utilizar el método molecular de PCR para

la deteccion de hemoplasma que se realiza en Israel, se decidid utilizar partidores

universales para el género Mycoplasma, descritos a continuacion: Directo
ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA (posiciones 352 a 373 en #U95297); Reverso
ACGCCCAATAAATCCG(A/G)ATAAT (posiciones 544 a 523) (Metabion/ IDT),

disefiados especificamente para amplificar el gen 16S ARNTr por Jensen et al. en 2000.

Estos partidores fueron elegidos por falta de conocimientos previos sobre las
variedades de hemoplasma presentes en la poblacion de gatos en Israel y su uso
permitio la formacién de un producto (amplicén) para cualquier variedad de
hemoplasma que se presentase en las muestras sanguineas. Cada amplicén producido
por estos partidores, fue secuenciado y comparado con las especies de hemoplasma

previamente conocidas y de esta manera, fueron identificados.
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Mezcla de reaccion.

La amplificacion del ADN fue realizada en una mezcla de reaccion de volumen
total de 25 pL, compuesta por: 50 ng de ADN templado (5 pL), 12,5 pL de una mezcla
industrial para PCR (X2 Taq Master Mix purple, Lamda biotech®) que contiene: 10mM
KCI, 20mM (NH4)2S04, 0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCl2, 200 uL dNTP, 1,5
unidades/50pL de Taq ADN polimerasa, trazas de marcador rojo y azul y
estabilizadores de enzimas. Ademas, se adicionaron 1,5 pL de Cl2Mg en 50mM
(EURX®) y 10 pmoles de cada partidor.

Protocolo de termociclacion.

El protocolo de termociclacién utilizado fue el siguiente: 10 min de incubacion a
20° C seguidos por 2 min de desnaturacion a 95° C, luego 45 ciclos de 1 min de
desnaturalizacion a 95° C, 1 min de apareamiento a 60° C y 30 seg de extension a 72° C
(Jensen et al., 2000). El procedimiento fue realizado en un termociclador T1 de

Biometra®.

Muestras de control.

En los ensayos de PCR fue incluido ADN de muestras de control positivo de
cada una de las especies conocidas de Mycoplasma hemotropica, obtenidas desde gatos
positivos y comprobados en PCR en tiempo real en la Universidad de Bristol, Inglaterra
(generosamente enviadas por Dra. Severine Tasker), que luego fueron sometidos a PCR
y sus productos fueron secuenciados para obtener una referencia. Ademas, se utilizo
como controles negativos tubos de ensayo con la mezcla de reactivos excluyendo el
ADN. El uso de los tubos de control positivo y negativo es fundamental para asegurar la

pureza del proceso y su adecuado funcionamiento técnico.

5.3.2. Ensayo de PCR para VIF.

Para conocer el estatus de VIF de los gatos participantes de este estudio, la
existencia de ADN del VIF fue determinada mediante un ensayo de PCR. Las
secuencias de bases de los partidores y los protocolos de termociclacion fueron

entregados como una comunicacion personal por la Dra. Gila Bar Gil, que los disefio y
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utiliz6 en estudios ain no publicados. Los partidores fueron especificos para la
deteccion de los segmentos de la proteina GAG y del gen ENVELOPE del virus cuyo
tamafio molecular es de 500 bp cada uno. Todos los pasos previos y posteriores a la
termociclacion fueron similares a los realizados y descritos para Mycoplasma

hemotrdpico.

5.4. Separacion de los productos.

Todos los productos amplificados en PCR fueron separados segin su tamafio
molecular mediante Electroforesis. Las condiciones especificas del procedimiento
fueron las siguientes: Se prepararon geles de agar (SeaKem®) en concentracion de
3,5% en una solucion tampén Tris HCI-EDTA (Frutarom LTD®, Sigma®, Sigma®
respectivamente) tefiidos con bromuro de etidio (Img/ml, HyLabs). Cada gel fue
cargado con un marcador de ADN (Bioneer® 25/100bp escala de peso molecular) y con
los productos de PCR para ser sometido a la electroforesis por 45 minutos a una
potencia de 90 V y 500 A. La visualizacion de las bandas resultantes se realizd en una
camara oscura de iluminacién ultra violeta en la que se tomaron fotografias digitales
presentadas y analizadas mediante un programa computarizado (Kodak® 1D 3,6). Las

bandas de interés fueron seccionadas y guardadas en tubos de ensayo etiquetados.

5.5. Purificacion de los productos.

Las bandas seccionadas fueron procesadas en el “Ultraclean 15 Purification Kit”
(MoBioLaboratories, inc. ®) de acuerdo al siguiente protocolo:

Cada tubo de ensayo a utilizar se pesé previa y posteriormente a la agregacion
del trozo de gel de agar que contenia el ADN a purificar. Se agregaron tres volimenes
de la solucion "ULTRA SALT" (sal caotropica) (por ejemplo, 0,3 ml de “ULTRA
SALT” sobre 0,1 gr de gel). Se agitd y se incubd en 55° C por 5 min mezclando hasta
que el gel se derriti6 completamente. En esta etapa los enlaces hidrogenados del gel se
rompieron irreversiblemente. Se agregaron 6 puL de la soluciéon de "ULTRA BIND"
(Silice) y se incubo por 5 min a temperatura del ambiente mezclando suavemente. El
ADN se enlaz6 con el silice de la solucién en la presencia de la sal caotrdpica. Se
centrifugd por 1 min y se colecto el sobrenadante separando el ADN unido al silice de

los restos de agar y la "ULTRA SALT". El pellet se resuspendié por un minuto en la
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solucién de "ULTRA WASH" (Etanol 50% y solucion tampon), se agitd por 10 seg y se
colectd el sobrenadante. Esto se repitio dos veces para lograr desechar toda la solucion.
El ADN se purifico manteniendo su union a silice. El pellet se resuspendio en 12 uL de
H20 estéril, rompiendo el pellet mediante una punta de pipeta y agitando la solucién
manualmente. Se incubd por 5 min a temperatura del ambiente, el ADN se separ6 del
silice irreversiblemente y mediante 1 min de centrifugacion se formo un pellet de silice.
Se aspiro el sobrenadante y se conservo como producto final de ADN. Se determind la

concentracion de ADN en la solucion final mediante espectrofotometria.

5.6. Secuenciacion de los productos.

Este proceso fue realizado en el “Centro de Tecnologias Genéticas” de la
Universidad Hebrea de Jerusalén, al cual se envio ADN de cada producto extraido desde
el gel diluido a concentracion de 20-50 ng/uL. La tecnologia utilizada fue el “BigDye
Terminator Cycle Sequencing chemistry" de “Applied Biosistems” (ABI), "ABI 3700
DNA analyzer" y el "ABI's Data collection and Sequence Analysis software".

En el proceso, el ADN fue quimicamente etiquetado con marcadores
fluorescentes y luego se realizd una electroforesis en capilares finos con cristales de
silice. A continuacion, el ADN paso por una célula de deteccion con luz de laser, la que
generd fluorescencia que fue detectada por una camara, transformando la imagen
generada en informacion por una estacion computacional que la analizd y present6

como una secuencia de bases y un electroferograma. (Anexo N°1).

5.7. Alineamiento e identificacion de las secuencias de ADN.

La identificacion de la secuencias se realizd6 mediante el programa de
computacion llamado "Sequence scanner software V.1.”, que permite abrir, analizar,
editar y almacenar las secuencias obtenidas en el ABI, preparando la informacion para
ser comparada con las secuencias disponibles en el banco genético

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) utilizando el “Basic Local Alignment Search

Tool” (BLAST). Este programa reconoce regiones de similitud entre secuencias

mediante la comparacion de secuencias de nucledtidos o proteinas, con las secuencias
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existentes en la base de datos y calcula la importancia estadistica de esa similitud.
(Anexo N°1).

5.8. Prueba serologica de VilLeF.

La prueba serologica de VilLeF fue realizada mediante un kit comercial
(SNAP® FIV/FeLV combo, IDEXX Laboratories) que utiliza ELISA para la
deteccion de la presencia de antigenos del virus en sangre, suero o plasma del gato
examinado. El protocolo del ensayo es el siguiente: se mezclan 3 gotas de muestra
(sangre, suero o plasma) con 4 gotas del reactivo conjugado en un tubo, se agrega en
la ventana de aplicacién de muestra en el aparato. Cuando una coloracion azul
aparece en el circulo de activacion, se presiona el aparato para lograr su nivelacion.
Se esperan 10 minutos para ver el resultado del ensayo. La interpretacion del ensayo
depende del nimero y la ubicacion de los circulos azules que aparecen, pudiendo
detectar la presencia de antigenos de VilLeF y de anticuerpos contra VIF, como se

describe en la figura N° 1.

Negative
Positive Results Result
Positve FIVAD  Positve FelV A py ADTalyAg Altess
. | . | . v |
Figura N° 1. Interpretacion de los resultados del ensayo

de ViLeF/ VIF. (Obtenido del sitio web de IDEXX Laboratories®)

5.9. Analisis estadistico.

Un objetivo determinado en este ensayo, fue la comparacion de las prevalencias
de Mycoplasma hemotrdpico y sus especies, en los diferentes segmentos de la poblacién
de los gatos. Para lograrlo los resultados fueron comparados mediante la prueba

estadistica de Chi cuadrado (X?), mediante el programa computacional SPSS. Esta
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prueba permite analizar si las diferencias en el numero de variables categoricas
existentes en distintos grupos, se debe realmente a la pertenencia en el grupo o del azar.
Todas las comparaciones se realizaron en tablas de 2 filas por 2 columnas y por lo tanto
el grado de libertad (GL) fue siempre igual a 1. El nivel de significancia predeterminado
fue el de 0,05 (5%), determinando el nivel de probabilidad. En todas las comparaciones,
la hipotesis nula (Ho) es que las diferencias encontradas son independientes al grupo y
la H1 es que las diferencias encontradas son asociadas a la pertenencia a grupos
distintos.

La prueba de X* permitié ademas comparar la composicion demogréfica de los
grupos formados para caracterizarlos y comprobar que se diferencian entre si,
entregando los valores de Riesgo Relativo (RR) y los intervalos de confianza 95% (Cl
95%) de pertenecer a cada categoria en las subpoblaciones analizadas.

La prueba de X: fue utilizada nuevamente al comparar los resultados obtenidos
en este ensayo con los publicados en la literatura (resultado obtenido versus esperado),

definiendo si las diferencias encontradas tienen validez estadistica (ver discusion).

6. RESULTADOS.

6.1. Composicion de la poblacidn general de gatos.

Los 55 ejemplares muestreados formaron el grupo llamado ‘“Poblacion general
de gatos” y toda la informacidn accesible fue recolectada, archivada y es presentada en
la tabla N° 1. A continuacion, se realizd6 una segmentacion segin las variadas
caracteristicas y una agrupacion en distintos subgrupos y subpoblaciones que seran

analizados individualmente y comparadamente en este trabajo.

Tabla N° 1. Muestras y datos recolectados de los gatos.

0 0 1
N (_je N° de Origen Edad Género Domicilio Estado clinico
serie Muestra Muestra
1 1018 H.V 4a M Ramat Gan Eutanasiado
2 4230 B.S N/I M Lod Sano
3 1456 HV 1.5a M Rehovot Problemas dentales (HTC 22%)
. Apatia, anorexia, periuria, shock
4 1692 H.V 8a M Tel Aviv (HTC 9.67%)
Letargia, apatia, anorexia
5 1832 HV 10a M Reut (HTC 28%)
3916 B.S N/I M Lod Sano
7 4180 B.S N/I M Volcani Inst. Sano
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8 5066 B.S N/I M Volcani inst Sano
9 5141 B.S N/I M Lod Sano
10 7174 B.S N/I M Rishon Letzion Sano
11 0068 H.V 8a M Nes Tziona Problemas bucales, anorexia
12 7618 H.V la M Kiriat Tivon OpaCida?;‘T)g‘i‘gjsg'aucoma
13 219 H.V 5a M N/I N/I
14 234 H.V N/I N/I N/I N/I
15 80293793 H.V N/I N/I N/I N/I
16 60049 H.V N/I N/I N/I N/I
IRC, apatia, anorexia, depresion,
17 9774 H.V 7.5a F Tel Aviv Buena condicidn fisica, anemia (HTC
14.8%)
18 1019 H.V 12a M Nes Tziona Sano
19 3991 H.V 5a M Ramat Gan ,Depresion, anorexia, FLUDT
20 1028 B.S N/1 N/1 Sano
21 9949 B.S N/I M Volcani Inst. Sano
22 1104 HV 4a M Bet Dagan Hiporeﬂgﬁagf;;";s"(?_ﬂiéogéﬂz;idez de
23 3625 HV 6m M Rehovot Atmpe'('ﬁ'Ttéairl'],Z)eSpi”a"
24 4050 H.V N/I N/I N/I N/I
25 61939 H.V N/I N/I N/I N/I
26 9530 H.V N/I N/I N/I N/I
27 60041 H.V N/I M N/I N/I
28 43866 H.V 17a F N/I N/I
o | o v | o | el G e
30 070504-04 S.P 6m M Tel Aviv N/I
31 070517-07 S.P 3a F Tel Aviv N/I
32 070517-08 S.P 6m F Tel Aviv N/I
33 070525-03 S.P 8m F Tel Aviv N/I
34 070601-01 S.P 4m F Tel Aviv N/I
35 070608-02 S.P 8m F Tel Aviv N/I
36 070628-02 S.P la F Tel Aviv N/I
37 070517-10 S.P 2m M Tel Aviv N/I
38 070504-05 S.P 6m M Tel Aviv N/I
39 070608-01 S.P 4m F Tel Aviv N/I
40 070601-05 S.P 4m F Tel Aviv N/I
41 070601-07 S.P la F Tel Aviv N/I
42 070525-02 S.P 3a M Tel Aviv N/I
43 070608-04 S.P 4m F Tel Aviv N/I
44 070621-04 S.P 2m M Tel Aviv N/I
45 070628-01 S.P 3a F Tel Aviv N/I
46 070628-03 S.P 6m F Tel Aviv N/I
47 070628-05 S.P 6m M Tel Aviv N/I
48 070628-06 S.P 4m M Tel Aviv N/I
49 070621-01 S.P 5m F Tel Aviv N/I
50 070621-02 S.P 3m F Tel Aviv N/I
51 070621-05 S.P 2m F Tel Aviv N/I
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52 070608-03 S.P 4m M Tel Aviv N/I
53 070601-03 S.P 4m F Tel Aviv N/I
54 070601-02 S.P 4m M Tel Aviv N/
55 070601-06 S.P 2a F Tel Aviv N/

H.V- Hospital Veterinario, B.S- Banco de Sangre, S.P- Sociedad Protectora, a- afio, m- meses,
M- masculino, F- femenino, N/I- no hay informacién.

6.2 Andlisis demogréfico de la poblacion general de los gatos y segmentacion en
subgrupos y subpoblaciones.

La informacion recolectada sobre los gatos, principalmente la edad y el género,
fue analizada en la poblacién general de los gatos. Se calculé una edad promedio de 3
afios y 8 meses de vida y una mayor participacion de gatos machos (60,41%). Para
lograr un analisis mas detallado, la poblacién general de los gatos fue segmentada en
subpoblaciones y en subgrupos (tabla N° 3). Los gatos fueron divididos en las
subpoblaciones 1y 2 de acuerdo a sus origenes. La subpoblacion 1 (n=29) incluyé a los
gatos provenientes del Hospital Veterinario o del Banco de Sangre (gatos N° serie 1-29
en la tabla N° 1) seleccionados por positividad serolégica a VIF, resultando un grupo
con un promedio de edad de 6,5 afios y con 91% de gatos machos. Al dividir esta
subpoblacion en categorias de edad, el 92,3% fueron mayores que un afio de vida.
Ademas, se encontraron prevalencias de 96,5% (28/29) de VIF mediante PCR y de
35,7% de ViLeF mediante una prueba seroldgica en esta subpoblacién. La subpoblacion
2 (n=26), incluyé a los gatos callejeros alojados en una gateria de la sociedad
protectora de animales (gatos N° serie 30-55 en tabla N° 1). En esta subpoblacion, la
division en categorias de edad demostré un 23% de gatos mayores que un afio de vida
(con promedio de 9 meses) y solo un 34,6% de los gatos fueron machos. Ademas, se
encontraron prevalencias de 11,5% de VIF (3/26) y de 58% de VilLeF (15/26). La
diferencia en prevalencia de gatos machos entre las dos subpoblaciones de origen, fue
examinada mediante la prueba de Chi cuadrado y generd un resultado de P<0,001
determinando que existe una diferencia significativa en la participacion de machos y
hembras en las dos subpoblaciones, habiendo un riesgo mayor de ser macho en la
subpoblacion 1 que en la subpoblacion 2 (RR=2,626; C195%=1,52-4,353). La diferencia
en la division en categorias de edad se encontrd un riesgo relativo de ser mayor que un

afio 4 veces mayor al pertenecer a la subpoblaciéon 1 en relacién a la subpoblacion 2
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(RR=4,0; CI95%=1,95-8,21), una diferencia altamente significativa en la composicion
de las subpoblaciones (P<0,001).

La poblacion general fue dividida ademas en subgrupos de acuerdo a la edad y el
género de los gatos. La division en dos subgrupos segun la categoria de la edad se
encontré necesaria debido al gran rango de edad de los gatos muestreados, incluyendo
gatos desde 2 meses de vida hasta un gato de 17 afios (tabla N° 2 y grafico N° 1). El
criterio de la division fue la edad de un afio de vida (incluyendo los gatos de un afio con
los gatos mayores a un afo), logrando asi una comparacion entre los gatos adultos
(n=18) y los gatos jovenes (n=21). Los subgrupos divididos segun el género de los
gatos, se formaron tomando en cuenta solamente los gatos de género conocido,

formando un grupo de machos (n=29) y otro de hembras (n=19).

Tabla N° 2. Distribucion de la edad de los gatos en la poblacién general.

Edad en afios N° de gatos
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Gréafico N° 1.
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Posteriormente, la poblacion general fue segmentada en subpoblaciones de
acuerdo a los resultados del ensayo de PCR para VIF y la prueba seroldgica de VilLeF:
la subpoblacién VIF positivo (n=31) fue compuesta por 87,5% de gatos mayores de un
afio de edad, con un promedio de 5,4 afios y 83,3% de machos en comparacion a la
subpoblacion VIF negativo (n=24) con un promedio de edad de 9 meses (17,4%
mayores que un afio) y 37,5% de machos. Estos valores fueron comparados y se
encontré una diferencia significativa en la categoria de edad (porcentaje de gatos
adultos) entre ambas subpoblaciones (P<0,001) y una diferencia significativa en la
prevalencia de machos y hembras en los distintos grupos (P=0,001). Se entiende que el
riesgo relativo de ser gato macho (RR=2,222; CI95% 1,29-3,84) y de ser gato adulto
(RR=5,031; C195%=2,03-12,5) es mayor en la subpoblacién VIF positivo que en la VIF
negativo.

Otras subpoblaciones se definieron de acuerdo al estado de VilLeF. La
subpoblacion ViLeF positivo (n=25), con 27,8% de gatos mayores que un afio de vida y
un promedio de edad de 1,48 afios y 60% de machos, en comparacién con la
subpoblacion ViLeF negativo (n=29) con 60% de gatos adultos, con un promedio de
edad de 2,8 afios y 63% de machos, siendo la diferencia de categoria de edad
significativa (P=0,046) y la diferencia de generos no significativa (P=0,836). Se
entiende que el riesgo relativo de ser gato joven es mayor en la subpoblacion VilLeF
positivo que en la ViLeF negativo (RR=1,8; C195%=0,98-3,32).

Finalmente, se divididé la poblacién general por el estado retroviral (RV),

considerando un estado retroviral positivo al presentar al menos uno de los dos agentes
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retrovirales estudiados (VIF y ViLeF) y comparandolos con los gatos de estado
retroviral negativo. En la subpoblacion de estado retroviral positivo (n=45 gatos del
total de 55 gatos), se encontr6 51,7% de gatos mayores de un afio, con un promedio de
edad de 3,26 afios y 71,1% de machos y en la subpoblacion de estado retroviral negativo
(n=10), el 30% fueron mayores que un afio, con promedio de edad de 1,08 afios y el
20% de machos. La diferencia de categoria de edad no se encontrd significativa
(P=0,235) y el porcentaje de machos si lo fue (P=0,003; RR=3,553; CI195%=1,01-
12,48).

Tabla N° 3. Estudio demogréfico de los grupos segmentados.

Poblacion G?(?/f)ro Catego;(l';))d ¢ edad Promedio de Total

_ _ edad (afos) (N)
Machos Hembras <afio >afio

Todos los gatos 60,41 39,59 53,8 46,2 3,65 55
Origen 1 90,9* 9,1 7,7 92,3”” 6,5 29
Origen 2 34,6* 65,4 77,0 23,0”” 0,8 26
Machos 100,0 0,0 45,0 55,0 3,31 29
Hembras 0,0 100,0 63,16 36,84 2,06 19
Edad < lafio 42,86 57,14 100,0 0,0 0,38 21
Edad > lafio 61,1 38,8 0,0 100,0 5,13 18
RV + 71,1%* 28,94 48,27 51,42 3,26 45
RV - 20,0*%* 80,0 70,0 30,0 1,08 10
VIF+ 83,3+ 16,6 12,5 87,5” 54 31
VIF - 37,5+ 62,5 82,6 17,4” 0,8 24
ViLeF+ 60,0 40,0 72,2++ 27,8 1,48 25
VilLeF - 62,96 37,03 40,0++ 60,0 2,8 29
VIF + ViLeF+ 83,0 17,0 20,0 80,0 4,46 11

*P<0,001; “P<0,001; **P=0,003; +P=0,001; ++P= 0,046; “’P<0,001

6.3. Extraccion de ADN desde las muestras sanguineas.

En la tabla N° 4, se presentan los resultados de la extraccion de ADN desde las
muestras sanguineas. Las primeras columnas (“2601 y “280A7), entregan los resultados
de las mediciones de la absorcion luminica detectada en estas dos longitudes de onda.
La relacion entre ambas (260/280), representa el grado de pureza del ADN obtenido,
pudiendo detectar la presencia de residuos de distinta naturaleza, resultantes de la
destruccion celular realizada durante el proceso de extraccion, que podrian influenciar el
proceso de PCR vy la siguiente secuenciacion. Productos de extraccion que arrojaron un

valor en la relacion de 260/280 igual o mayor a 1,3 se aceptaron y en los de valores
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inferiores, la extraccion se repitid. Excepcionalmente se aceptd un valor inferior a 1,3 si
la muestra de sangre fue escasa o cuando dos ensayos de extraccion arrojaron resultados
similares. Ademas, se presenta la concentracion obtenida de ADN que permitio calcular
la dilucidn necesaria del ADN para la preparacion de los productos con concentracion
de 10 ng/uL y volumen (5 pL) uniformes en el PCR. Las dos ultimas columnas
demuestran los volumenes de productos de extraccion (ADN) y de agua destilada

utilizados en la dilucion.

Tabla N° 4. Resultados de la extraccion de ADN.

Evaluacion del producto Dilucién a concentracion
Identificacion de extraccién final de 10 ng/pL en 25 pL.
Nodeserie | NeMuestra | 260n | 2802 | 280/260 di%ge,\'l’t(%c,ﬁﬂ) Mo ETL(;G Vnslzlgnm(;e

1 1018 069 |0392| 176 345 7,24 17,75
2 4230 084 |067| 125 421 593 19,06
3 1456 143 | 107 | 133 715 349 21,50
4 1692 1,006 | 086 | 1,16 50,3 4,97 20,02
5 1832 123 088 | 140 61,8 4,04 20,95
6 3916 0332 |0,159| 2,09 16,6 15,06 9,93
7 4180 0341 |0,165| 2,07 171 14,61 10,38
8 5066 0817 |0427| 191 40,8 6,12 18,87
9 5141 0926 |0517| 191 46,3 5,39 19,60
10 7174 0495 |0.245| 1,79 46,3 5,39 19,60
11 0068 1,265 0,848 | 149 63,2 395 21,04
12 7618 0461 |0318| 145 230 10,86 14,13
13 219 3,005 |4932| 1,60 246,6 1,70 23,29
14 234 2,051 |1,210| 1,69 102,6 243 22,56
15 80293793 | 6,260 [3,581| 1,75 313,0 0,79 24,20
16 60049 029 | 019 | 147 14,6 17,12 7,87
17 9774 0937 |0664| 141 46,8 5,34 19,65
18 1019 0,805 |0,625| 1,30 40,3 6,20 18,79
19 3991 049 | 039 | 126 24,8 10,08 14,91
20 1028 061 | 046 | 132 30,6 8,16 16,83
21 9949 047 | 036 | 130 239 10,46 14,53
22 1104 10 |076| 1,30 50,0 5,00 20,00
23 3625 0,162 |0,095| 1,70 8,1 25,00 0

24 4050 0668 |0411| 163 334 7,48 17,51
25 61939 220 | 137 | 1,60 1103 2,26 22,73
26 9530 1,06 | 168 | 156 53,3 4,69 20,30
27 60041 1,755 |1,219| 144 87,8 2,84 22,15
28 43866 061 |026| 141 188 13,29 11,70
29 0063 055 | 044 | 126 278 8,99 16,00
30 070504-04 | 8291 [4948| 168 4145 0,60 24,39
31 070517-07 | 3196 |2101| 1,52 159,8 1,56 2343
32 070517-08 | 5330 |3529| 1,51 2665 093 24,06
33 070525-03 | 2,39 | 158 | 1,52 120,0 2,08 22,91
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34 070601-01 2,63 | 1,49 1,76 131,8 1,89 23,10
35 070608-02 14,227 |1 8,066 | 1,76 7113 0,35 24,64
36 070628-02 017 (011 1,49 8,7 25,00

37 070517-10 0,190 |0,121| 1,557 9,5 25,00

38 070504-05 099 [0579| 1,71 49,5 5,05 19,94
39 070608-01 0,356 |0,228| 1,557 17,8 14,04 10,95
40 070601-05 053 | 035 1,48 26,6 9,39 15,60
41 070601-07 0,40 | 0,26 1,53 20,4 12,25 12,74
42 070525-02 087 | 0,56 1,55 43,5 5,74 19,25
43 070608-04 3,211 |2,011| 1,60 160,5 1,55 23,44
44 070621-04 0,503 | 0,39 1,30 251 9,96 15,03
45 070628-01 031 | 0,19 1,64 15,9 15,72 9,27
46 070628-03 048 [0305| 1,57 24,0 10,41 14,58
47 070628-05 031 [0,197| 1,61 15,8 15,82 9,17
48 070628-06 0,451 |0,345| 131 22,5 11,11 13,88
49 070621-01 043 | 033 1,32 21,7 11,52 13,47
50 070621-02 2,8 2,1 1,32 140,5 1,77 23,22
51 070621-05 1,13 | 0,63 1,80 56,9 4,39 20,60
52 070608-03 0874 |0,292| 1,35 14,6 17,12 7,87
53 070601-03 1,0 0,72 1,40 50,5 4,95 20,04
54 070601-02 1,99 | 129 1,55 99,8 2,50 22,49
55 070601-06 8,27 | 492 1,63 413,7 0,60 24,39

6.4. Definicion del estado retroviral de los gatos.

6.4.1 Ensayo de PCR para VIF.

Se consideraron positivos a VIF todos los gatos cuyas muestras generaron
secuencias que resultaron altamente similares (>90% de alineamiento en BLAST) a las
secuencias registradas en el banco de genes. El estado de VIF detectado en cada una de
las muestras es presentado en la tabla N° 5. En la poblacion general de gatos, el 56,4%
(31/55) resultaron positivos a VIF. Esta alta prevalencia es altamente afectada por la
composicion de la subpoblacion 1 (n=29), en la que los gatos provenian desde el
hospital veterinario o del banco de sangre, siendo seleccionados por tener un estado
positivo a VIF determinado mediante prueba serologica. En ellos se encontré una
prevalencia de 96,5% (28/29) positivos a VIF mediante PCR. En la subpoblacion 2 de
gatos provenientes de la sociedad protectora de los animales (n=26), sin informacién
previa al respecto, tres gatos se encontraron positivos a VIF mediante PCR, lo que
significa una prevalencia de 11,5%. La diferencia en la prevalencia de VIF entre ambos

grupos, es altamente significativa (P<0,001).
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6.4.2. Prueba seroldgica de VilLeF.

La prueba serologica se realizd en 54 de las muestras sanguineas, obteniendo un
resultado de 46,3% (25/54) de positividad en la poblacion general de los gatos (tabla N°
5). Al analizar la prevalencia de VilLeF en las subpoblaciones de origen se encontrd
35,7% en la subpoblacion 1 versus 58% en la subpoblacion 2. Esta diferencia no es

estadisticamente significativa (P=0,172).

Tabla N°5. Resumen del estado retroviral (VIFy ViLeF).

de '::rie N° Muestra E\s;[lalgjo I\E/Sitlflg
1 1018
2 4230 +
3 1456 +
4 1692 +
5 1832 +
6 3916 +
7 4180 +
8 5066 +
9 5141 + +
10 7174 +
11 0068 + +
12 7618 + +
13 219 +
14 234 +
15 80293793 + +
16 60049A +
17 9774 +
18 1019 + +
19 3991 +
20 1028 + +
21 9949 +
22 1104 +
23 3625 +
24 4050 + +
25 61939 + +
26 9530 + +
27 60041 + -
28 43866 + N/l
29 0063 +
30 070504-04 +
31 070517-07 +
32 070517-08 +
33 070525-03
34 070601-01
35 070608-02
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36 070628-02
37 070517-10
38 070504-05
39 070608-01
40 070601-05
41 070601-07
42 070525-02
43 070608-04
44 070621-04
45 070628-01
46 070628-03
47 070628-05
48 070628-06
49 070621-01
50 070621-02
51 070621-05
52 070608-03
53 070601-03
54 070601-02
55 070601-06




6.5. Ensayo de PCR para Mycoplasma hemotrépico.

6.5.1. PCR de las muestras de control positivo.

El PCR realizado con las muestras de control positivo obtenidas desde la
Universidad de Bristol, dio como resultado productos de tamaiio de 190 pares de bases
(bp) para CM haemominutum y de 170 bp para CM turicensis y M haemofelis, como se
observa en la fotografia digital obtenida de la electroforesis presentada en la figura N° 1.
Los productos fueron purificados, secuenciados y analizados en BLAST entregando un
resultado de 100, 100 y 96% de similitud a las secuencias de M haemofelis, CM
haemominutum y CM turicensis respectivamente, registradas en el banco genético
(Anexo N° 1).

6.5.2. PCR para Mycoplasma hemotropico en la poblacion general de gatos.

Se realizaron ensayos de PCR con el ADN obtenido desde las muestras de
sangre y los productos fueron identificados por electroforesis. Todos los productos que
se encontraron positivos fueron purificados desde el gel y luego secuenciados. EI 49%

de los gatos (27/55) se encontraron positivos a Mycoplasma hemaotrépico.

Coinfeccion.

En algunas muestras, el desarrollo de la electroforesis evidencié la presencia de
productos de distintos tamafios moleculares, marcando bandas de distintas alturas como
se muestra en la figura N° 2. Las bandas fueron cortadas y secuenciadas separadamente.
En dos de los casos (7,4% de los gatos positivos) se logré comprobar la presencia
simultanea de dos especies de Mycoplasma hemotropico. En uno de los casos se
encontré CM haemominutum junto con M haemofelis y en el otro, se encontr6 CM

haemominutum junto con CM turicensis.
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Figura N° 1. Fotografia digital del gel de agar mostrando las bandas fluorescentes de
los productos de PCR de los controles positivos y negativos.

1. Escala de peso molecular, 2. M haemofelis, 3. CM
haemominutum, 4. CM turicensis, 5. Control negativo.

Figura N° 2. Fotografia digital del gel de agar mostrando las bandas fluorescentes de

los productos de PCR de muestras de ADN.

1. Escala de peso molecular, 2. Coinfeccién en una muestra positiva; CM
Haemominutum y M haemofelis, 3. Muestra negativa, 4. Control negativo,
5. Control positivo de M haemofelis.
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Muestras negativas.

Las 28 muestras presentadas en la tabla N° 6, no generaron ninguna banda en el
ensayo de electroforesis, por lo tanto se reconocieron como negativas a Mycoplasma
hemotrépico y no fueron sometidos a los siguientes pasos del proceso. Cuando los
resultado fueron dudosos (banda muy clara o banda en una altura inadecuada) el ensayo
de PCR se repitio.

Tabla N° 6. Muestras de resultado negativo.

N° de N° de 14 070525-02
serie muestra 15 070608-04
1 3991 16 070621-04
2 1028 17 070628-01
3 9949 18 | 070628-03
4 1104 19 070628-05
5 3625 20 070628-06
6 4050 21 070621-01
7 61939 22 070621-02
8 9530 23 070621-05
9 60041 24 070608-03
10 43866 o5, 070601-03
11 0063 26 070601-02
12 9774 27 070601-06
13 1692 28 | 070608-02

6.6. Prevalencia de Mycoplasma hemotrapico.

Al analizar los resultados de PCR para Mycoplasma hemotropico (tabla N° 7), se
encontro una prevalencia de 49% en la poblacion general de gatos (27/55) y en las
distintas subpoblaciones y subgrupos se encontraron las siguientes prevalencias: en la
subpoblacion 1 se observé un 55,2% (16/29) versus 42,3% (11/26) en la subpoblacién
2, con una significancia estadistica de P=0,341 (grafico N° 2), en los gatos adultos 50%
(9/18) versus 38,1% (8/31) en los jovenes (P=0,455) (grafico N° 4) y en los machos
55,2% (16/29) versus 42,1% (8/19) en las hembras (P=0,376) (grafico N° 5).

Al comparar la prevalencia de Mycoplasma hemotrépico en los subgrupos

segmentados por el estado retroviral (tabla N° 7), se encontraron los siguientes
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resultados: en los gatos de estado de VIF positivo 54,8% (17/31) versus en los VIF
negativos 41,7% (10/24) (P=0,333). En los gatos positivos a ViLeF 52% (13/25) versus
en los negativos 48,3% (14/29) (P=0,785). En los gatos positivos a retrovirus (que son
positivos al menos a un agente retroviral) 53,3% (24/45) versus en los retrovirus
negativos 30% (3/10) (P=0,182) (gréafico N° 3). 11 gatos resultaron positivos a ambos
agentes retrovirales, 6 de los cuales fueron positivos a Mycoplasma hemotrépico
(54,5%), en comparacion a la prevalencia de 30% encontrada en los gatos negativos a
retrovirus (P=0,256).

A pesar de existir una tendencia de mayor prevalencia en algunos de los grupos
y un mayor riesgo relativo de contagio con Mycoplasma hemotrépico en algunos de los
grupos comparados, las diferencias no fueron significativas a la prueba de Chi cuadrado,
entendiéndose que son independientes al criterio de la segmentacion. Sin embargo, se
cree que las diferencias podrian llegar a tener una importancia estadistica si se

analizaran un numero mayor de gatos.

Tabla N° 7. Prevalencia de Mycoplasma hemotroépico en las subpoblaciones y
subgrupos de gatos.

Categoria i4
Poblacion SG SG SG SG
General SP1 SP2 o o h h
_ de Gatos <lafio | >1afio | machos embras
Indicador g
Prevalencia 27/55 16/29 | 11/26 | 8/21 9/18 16/29 8/19
(N/total)
Prevalencia (%) 49 552 | 423 38,1 50 55,2 42,1
Valor de P 0,341 0,455 0,376
Riesgo relativo 1,304 0,762 0,763
Cl1 95% 0,75-2,27 0,37-1,56 0,41-1,42
Categoria . . VIF +
VIF | VIF | ViLeF | VilLeF RV RV . RV
ViLeF
+ - + - + - -
Indicador +
Prevalencia 17/31 | 1024 | 13/25 | 14120 | 24145 | 310 | em1 |30
(N/total)
Prevalencia (%) 54,8 41,7 52 48,3 53,3 30 54,5 30
Valor de P 0,333 0,785 0,182 0,256
Riesgo relativo 1,316 1,077 1,778 1,818
Cl95% 0,34-2,33 0,63-1,83 0,66-4,76 0,61-5,41
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6.7.  Secuenciacion, alineamiento y prevalencia de las especies de Mycoplasma

hemotrapico.

6.7.1. Secuenciacion y alineamiento de los productos de PCR.

Los productos de PCR que resultaron positivos a la electroforesis, fueron
secuenciados y analizados en el programa BLAST. Cada muestra analizada generd una
lista con los aislados méas similares registrados en el banco genético, con el porcentaje
de similitud entre ellos y un diagrama de alineamiento para cada aislado (anexo N° 1).
En la tabla N° 8, se resumen los resultados de los andlisis realizados para todas las
muestras positivas. Luego de las columnas de identificacion (N° de serie, N° de muestra
y N° de secuenciacion), se menciona el N° de acceso (en el banco genético) del aislado,
al cual se encontr6 méas cercana la secuencia obtenida y la especie de Mycoplasma
hemotrdpico a que pertenece. Ademas, de la longitud del segmento que se encontrd

similar y del porcentaje de alineamiento encontrado entre ambos.

Tabla N° 8. Resumen de los resultados del analisis del alineamiento.

= -
Ne Ne Ne N a%?a?gﬁ(;gel Especie encontrada Lorége'ItUd Alineamiento
. L ("
Serie Muestra Secuenciacion cercano de hemoplasma segmento (%)
Control -
1 DOsitivo OWCMH AB294159.1 CM haemominutum | 156 100
2 4230 OWO005 AB294160.1 CM haemominutum 142 100
3 1456 OWO007 AB294159.1] CM haemominutum 126 100
4 1832 OWo14 AB294159.1 CM haemominutum 119 96
5 219A OWO018A AB294159.1 CM haemominutum 171 100
6 5066 OW020 AB294159.1 CM haemominutum 171 100
7 234 OW022 AB294159.1 CM haemominutum 167 100
8 7618 owWo023 AB294159.1 CM haemominutum 171 100
9 3916 OWo024 AB294160.1 CM haemominutum 170 99
10 7174 OW026 D0825457.1 CM haemominutum 125 89
11 5141 OW027A AB294160.1 CM haemominutum 169 100
12 60049 OWO028A AB294159.1 CM haemominutum 159 100
13 0068 OW029 AB294159.1 CM haemominutum 171 100
14 070601-01 OW032 AB294159.1 CM haemominutum 169 100
15 070504-04A OWO034A AB294160.1 CM haemominutum 160 86
16 070608-01 OW040 AB294159.1 CM haemominutum 154 88
17 1019 OWO046 AB294160.1 CM haemominutum 103 100
Control . .
18 DOSitivo OWCMT DO825450.1 CM turicensis 136 3
19 1018 OW16A DQ464425.1 CM turicensis 145 98
20 070628-02 OWO009 D0825450.1 CM turicensis 121 97
21 070517-10 OWo013 D0825450.1 CM turicensis 116 98

32


http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=JVDAD5WP011
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104838&dopt=GenBank&RID=N57YEF95016
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=NAGYX8401R
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=N55T15FN012
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=N56FW1S2016
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=N57GXW5C013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=N57PFC3D013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104838&dopt=GenBank&RID=N57YEF95016
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434171&dopt=GenBank&RID=N58WXKG9013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104838&dopt=GenBank&RID=PWHYUKBE013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=PWJMEDSE013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=PWMJCJHW013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=PWNYVE8Z013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104838&dopt=GenBank&RID=PWP7V626013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104837&dopt=GenBank&RID=UNJJCT05011&log$=nucltop&blast_rank=1
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156104838&dopt=GenBank&RID=VFWBC2ZY013&log$=nucltop&blast_rank=1
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=JVDKCC7F014
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=92111891&dopt=GenBank&RID=MN7G4UWK015
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=JVDKCC7F014
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=MNMP7TSD01N

22 070517-08 OW033 D0825450.1 CM turicensis 144 98
23 070504-04B OWO034B D0825450.1 CM turicensis 144 98
24 070517-07 OW035 D0825450.1 CM turicensis 144 98
25 070525-03 OW036 D0825450.1 CM turicensis 145 99
26 070601-07 OWo041 D0825450.1 CM turicensis 139 95
27 070601-05 OW039 D0825450.1 CM turicensis 136 94
28 070504-05 OwWo038 D0825450.1 CM turicensis 144 98
29 535".33(', OWMHF EU145745.1 M haemofelis 149 100
30 4180 OWO025 EU145745.1 M haemofelis 149 100
31 3793 OW021 EU145745.1 M haemofelis 147 99
32 219B OW018B EU145745.1 M haemofelis 145 100

6.7.2. Prevalencia de las especies de Mycoplasma hemotropico.

Al conocer la identidad de la especie de Mycoplasma hemotropico encontrado en
cada muestra, se procedio a analizar la prevalencia de cada una de las especies en los
distintos grupos y su importancia estadistica, mediante la prueba de Chi cuadrado.

En la poblacidn general de los 55 gatos, se encontraron 28 gatos negativos y 27
gatos positivos a Mycoplasma hemotropico. Entre los gatos positivos 3 (5,45%), 16
(29%) y 10 (18,2%) fueron reconocidos como portadores de M haemofelis, CM
haemominutum y CM turicensis respectivamente (cada caso de coinfeccion se considerd
como dos hallazgos independientes de Mycoplasma hemotrdpico), revelando una
diferencia significativa entre la baja prevalencia de M haemominutum y las de CM
haemominutum (P=0,001) y CM turicensis (P=0,039), como se presenta en la tabla N° 9

y en el grafico N° 6.

Tabla N° 9. Prevalencia de las especies de Mycoplasma hemotropico en la
poblacién general de gatos.

Agente | Mycoplasma M CM CM
Poblaci6 hemotrépico haemofelis haemominutum | turicensis
General

) N/total (%) N/total (%) N/total (%) N/total | (%)
Prevalencia 27/55 49 3/55 545*** | 16/55 | 29,09* | 10/55 |18,2**
Valor de P 0,001* 0,039%*

Riesgo relativo 0.188 03
Cl195% 0,06-0,61 0,09-1,03
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http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=PWJ79WDA013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=PWRK9H7D016
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=PWTA2X9Y013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=PWTU0YGA013
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=UNKXD5VJ01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=UNKXD5VJ01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=111434164&dopt=GenBank&RID=UNKXD5VJ01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157734247&dopt=GenBank&RID=JVCF4FD5011
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157734247&dopt=GenBank&RID=N58FSXN8012
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157734247&dopt=GenBank&RID=N58FSXN8012
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.catalog.llu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157734247&dopt=GenBank&RID=N58FSXN8012

Gréafico N° 6.

Prevalencia de las tres especies de
Mycoplasma hemotrépico en la poblacién
general de gatos.

18,2% 48%

N= negativo,
zgc,hc;l;% MHE MHF= M haemofelis,
5,45% CMH= CM haemominutum,
CMT= CM turicensis.

Al analizar las prevalencias (tabla N° 10), la proporcion de las distintas especies
de Mycoplasmas hemotrépicos fue significativamente diferente entre las
subpoblaciones 1 y 2, encontrando una prevalencia mayor de CM haemominutum en la
subpoblacion 1 (P=0,007) y de CM turicensis en la subpoblacion 2 (P=0,003),
Comprobando que la pertenencia de un gato a la subpoblacion 1 implica un riesgo de
portar CM haemominutum en 3,9 veces mayor en relacion a la subpoblacion 2. Mientras
que, el riesgo relativo de portar CM turicensis es 10 veces menor en la subpoblacién 1
en relacion a la subpoblacion 2 (RR=0,1). La prevalencia de M haemofelis no fue
significativamente distinta entre las dos subpoblaciones de origen (P=0,092) (tabla N°
10 y gréafico N° 7).

Tabla N° 10. Prevalencia de las especies de Mycoplasma hemotrépico en las

subpoblaciones de origen.

Mycoplasma L

Agente | hemotropico M haemofelis CM haemominutum CM turicensis
Sub-
poblacién Nftotal | (%) | Nrtotal (%) N/total (%) |Ntotal | (%)
sP1 16/29 |552 |3/29 10,3 13/29  |44.8*  |1/29 |3,4**
SP2 11/26 |42,3 |0/26 0 3/26 11,5* 9/26 |34,6**
Valor de P 0,341 0,092 0,007* 0,003**

Riesgo relativo 3885 0.1

Cl95% 1,24-12,13 0,01-0,73
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Gréafico N° 7.

Prevalencia de las especies de Mycoplasma
hemotrépico en las subpoblaciones de

origen.
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Similarmente, en los subgrupos de edad y género se encontraron diferencias en
la distribucion de las especies (tabla N° 1 y graficos N° 8 y 9), siendo la especie mas
prevalente entre los gatos adultos y los machos CM haemominutum (P=0,298 y P=0,021
respectivamente), mientras que en los gatos jovenes y en las hembras lo fue CM
turicensis (P=0,651 y P=0,138 respectivamente). La diferencia de la distribucion de las
especies entre los subgrupos comparados, se encontrd estadisticamente significativa
solamente en el caso de la mayor prevalencia de CM haemominutum en los gatos
machos (P=0,021), sugiriendo que existe una relacion entre el género masculino y la
presencia de CM haemominutum. Los gatos machos presentaron un riesgo relativo
mayor por 3,931 que en las hembras de presentar esta especie de Mycoplasma
hemotrdpico. En el resto de las comparaciones, se podria deducir que las diferencias
encontradas no se deben al criterio de la segmentacion y podrian deberse a diferentes

factores como el origen y el estado retroviral de los gatos, entre otros.
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Tabla N° 11. Prevalencia de las especies de Mycoplasma hemotrépico en los
subgrupos de edad y de género.

Mycoplasma
hemotrépico M haemofelis CM haemominutum | CM turicensis

Sub-
Grupo N/total (%0) N/total (%0) N/total (%) N/total (%)
<1 afio 8/21 38,1 0/21 0 321 14,3 6/21 28,6
> 1 afio 9/18 50 1/18 5,6 5/18 27,8 4/18 22,2
Valor de P 0,455 0,274 0,298 0,651
Riesgo relativo 1,313 1,944 0,778
C195% 0,64-2.68 0,54-7,03 0,26-2,33
Hembras 8/19 | 421 0/19 0 2/19 10,5* 6/19 31,6
Machos 16/29 55,2 2/29 6,9 12/29 41,4* 4/29 13,8
Valor de P 0,376 0,242 0,021* 0,138
Riesgo relativo 1,31 - 3,931 0,437
C195% 0,7-2,44 - 0,99-15,64 0,14-1,35
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Analizando los subgrupos segmentados de acuerdo al estado retroviral de los
gatos, se encontraron los siguientes resultados (tabla N° 12):

En los gatos con estado retroviral positivo (que portan al menos un agente
retroviral), se encontré una distribucion de especies estadisticamente similar a la
encontrada en los gatos negativos (M haemofelis P=0,401; CM haemominutum P=0,142;
CM turicensis P=0,869) (grafico N° 10).

En el caso de la segmentacion en subpoblaciones de acuerdo al estado de ViLeF,
tampoco se encontré una diferencia significativa en la distribucién de las especies (M
haemofelis P=0,643; CM haemominutum P=0,808; CM turicensis P=0,336) (grafico N°
11).

Los resultados de mayor interés fueron los encontrados en el caso de la
segmentacion por el estado de VIF, en el cual las diferencias de distribucién de las
especies fueron més marcadas. En la subpoblacion VIF positivo, se encontrd una
prevalencia de 38,7% de CM haemominutum en comparacion al 16,7% en la
subpoblacion VIF negativo. Asi, se encontrd un riesgo mayor de 2,3 veces de encontrar
esta especie de Mycoplasma hemotropico en el gato portador de VIF que en uno libre de
este agente viral (RR=2,323). En cambio, la prevalencia de CM turicensis en la
subpoblacion VIF negativo fue de un 29,2%, mayor a la prevalencia de 9,7% encontrada
en la subpoblacién VIF positivo (grafico N° 12), sugiriendo que los gatos libres de VIF
tienen riesgo de 3,014 veces mayor a portar CM turicensis que los portadores de VIF.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado, los valores de P encontrados en ambos
casos fueron levemente superiores al valor critico de 0,05 (P=0,074 en CM
haemominutum y P=0,063 en CM turicensis) y es posible asumir que se debe al bajo

tamafo de las subpoblaciones.
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Tabla N°12. Prevalencia de las especies de Mycoplasma hemotrdépico en
las subpoblaciones de acuerdo al estado retroviral.

Mycoplasma

M

CM

Lgente hemotrépico haemofelis haemominutum cM turicensis
rsjgglacién N/total (%) | Nftotal (%) | Nitotal (%) N/total (%)
RV+ 24/45 | 53,3 | 3/45 6,7 | 15/45 33,3 8/45 17,8
RV- 3/10 | 30,0| 0/10 0 1/10 10,0 2/10 20,0
Valor de P 0,182 0,401 0,142 0,869
Riesgo relativo 1,778 - 3,333 0,889
Cl 95% 0,66-4,76 0,5-22,39 0,22-3,57
VileF+ 13/25 | 52,0 1/25 4,0 7/25 28,0 6/25 24,0
Vil eF- 14/29 | 48,3 | 2/29 6,9 9/29 31,0 4/29 13,8
Valor de P 0,785 0,643 0,808 0,336
Riesgo relativo 1,077 0,58 0,902 1,74
Cl 95% 0,63-1,83 0,06-6,02 0,39-2,07 0,55-5,48
VIF + 17/31| 54,8 | 3/31 9,7 12/31 38,7 3/31 9,7
VIF - 10/24 | 41,7 | 0/24 0 4/24 16,7 7124 29,2
Valor de P 0,333 0,117 0,074 0,063
Riesgo relativo 1,316 - 2,323 0,332
Cl 95% 0,34-2,33 0,86-6,3 0,1-1,15
VIF+ Vil eF+ 6/11 | 54,5 1/11 9,1 4/11 36,4 1/11 9,1
RV - 3/10 30 0/10 0 1/10 10 2/10 20
Valor de P 0,256 - 0,157 0,476
Riesgo relativo 0,256 3,636 0,455
Cl 95% 0,61-5,41 0,48-27,33 0,05-4,28
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Gréafico N° 10.
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Grafico N° 12.
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7. DISCUSION.

1. La prevalencia de Mycoplasma hemotropico encontrada en la sangre de gatos en
Israel fue de un 49%. Esta prevalencia, es marcadamente superior (P<0,001) a las
descritas en investigaciones realizadas en otros paises, como por ejemplo la encontrada
por Jensen et al. en EEUU en 2001 de un 19,5%. La alta prevalencia se puede atribuir a
un conjunto de factores y condiciones, entre los cuales los siguientes parecen tener una
mayor importancia: el clima mediterrdneo caluroso que existe en Israel, en el cual la
presencia de artrépodos hemat6fagos, y por lo tanto, la transmision indirecta (y
principal) de los Mycoplasmas hemotrdpicos se ven favorecidas, como fue demostrado
en Suiza, en un ensayo que comparoé la prevalencia de gatos portadores de Mycoplasma
hemotrépico en distintas regiones de ese pais, encontrando una mayor prevalencia en
los gatos provenientes de las regiones mas calidas (Willi et al., 2006b). Otra causa
importante parece ser el gran nimero de gatos callejeros que fueron incluidos en este
estudio (26/55). Anteriormente, se ha demostrado que gatos que tienen acceso a la calle
(un habito de vida "out door"), se encuentran en un riesgo mayor a contraer el agente
que uno que no sale a la calle ni interactia con otros gatos (“in door") (Willi et al.,
2006a y 2007). Con mayor razédn, un gato callejero que tiene contacto continuo con
otros, tiene una intensa exposicion al agente ya sea por compartir alimentos, fuentes de
agua, intercambiar parasitos y pelear por su territorio. Ademas, no existié ninguna
informacion sobre el estado sanitario de estos gatos, por lo que se puede asumir que no
fueron sometidos a tratamiento preventivo alguno, aumentando la probabilidad de una
masiva infestacion de parasitos hematdfagos. Otro factor que parece tener gran
importancia es la alta prevalencia de gatos portadores de agentes retrovirales (VIF y
ViLeF) (81,8%) revelada en el ensayo. Se sabe que el VIF suprime el sistema inmune y
asi, aumenta la probabilidad del animal de ser portador de varios agentes infecciosos,
entre ellos Mycoplasma hemotrépico y/o presentar enfermedades clinicas en los gatos
(Messick, 2004).
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Un estudio reciente realizado en Brasil, que al igual que Israel representa una region
geografica calurosa, incorpor0 gatos portadores de VIF y de VilLeF, revelando una
prevalencia de Mycoplasma hemotropico de 50% en gatos portadores de ambos virus y
36% en portadores de VIF, un resultado similar a la prevalencia de 54,5 y 54,8% (P=1,00
y P=0,187) encontrada en los grupos respectivos en los gatos en Israel (Macieira et al.,
2007), siendo esta una prevalencia superior a las previamente mencionadas en Europa o
en los Estados Unidos.

Una razon técnica que podria explicar la alta prevalencia, es el uso de partidores
universales para Mycoplasma que por su naturaleza detectan cualquier variedad de
Mycoplasma que se encuentre en la muestra. Sin embargo, en el estudio desde el cual se
obtuvieron las secuencias de los partidores universales de Mycoplasma (Jensen et al.,
2001), se encontrdé una prevalencia de 19,5% solamente. La diferencia entre las
prevalencias en los dos estudios, se podria explicar por el gran aumento de variedades
de las especies conocidas y la agregacion de CM turicensis a la base de datos del banco
genético, en que se realizo el analisis de las secuencias obtenidas, desde el afio 2001 y
hasta el actual. En el caso de CM turicensis, al comparar la prevalencia encontrada en el
ensayo con las reveladas por Willi et al., en 2006, en diferentes paises, se encontré que
la de Israel (18,2%) es muy superior (P<0,001) a las encontradas en Suiza (1,0%) y en
el Reino Unido (2,3%) pero es estadisticamente similar a las encontradas en Australia
(10%) (P=0,150) y en Sudéfrica (26%) (P=0,388).

2. A pesar de que la prevalencia de Mycoplasma hemotropico encontrada en la
poblacién general de losa gatos fue alta, el analisis de la prevalencia de las especies de
Mycoplasma hemotrdpico, demostré que M haemofelis es la especie de menor
prevalencia, en comparacion a CM haemominutum (P=0,001) y CM turicensis
(P=0,039), un hecho que podria tener una importancia en el area de la clinica, ya que se
conoce que M haemofelis es la especie relacionada con la infeccién aguda en los felinos
(Harrus et al., 2002).

Al analizar la prevalencia de Mycoplasma hemotrépico en las subpoblaciones
de origen y de estado retroviral, no se encontraron diferencias significativas. Sin
embargo, al analizar la prevalencia de las distintas especies de Mycoplasma

hemotrdpico en las subpoblaciones, se encontrd una diferencia significativa entre las
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subpoblaciones 1 y 2, y una diferencia muy cercana al limite aceptable entre los gatos
de estado VIF positivo y negativo. Para la subpoblacion 1y los gatos VIF positivo, CM
haemominutum presentd6 mayores prevalencias que las encontradas en las
subpoblaciones 2 (P=0,007) y FIV negativo (P=0,074), mientras que CM turicensis fue
la especie més prevalente en la subpoblacion 2 (P=0,003) y en los gatos VIF negativo
(P=0,063). Se sabe que tanto CM haemominutum como CM turicensis, son especies que
poseen efectos patdgenos, principalmente en el caso de coinfeccion con M haemofelis o
con otra enfermedad debilitante (Messick 2004; Willi et al., 2005).

Es importante mencionar que el 86% de los gatos positivos a CM turicensis
(6/7) fueron gatos callejeros y tuvieron un origen fisico comun (gateria de Tel Aviv). Se
puede asumir que el contacto fisico generado por el hacinamiento, durante el
alojamiento en la gateria aumenta la tasa de transmision del agente entre los gatos,
aungue se cree que seria la conducta agresiva, mas que el uso comin de utensilios como
comederos y bebederos, la que tendria mayor importancia en la transmision del agente
(Willi et al., 2006 a, b).

3. Al igual que en las subpoblaciones, se analizé la prevalencia de Mycoplasma
hemotrdpico encontrada en los distintos subgrupos. En ambas categorias de edad, se
encontraron prevalencias altas, pero no se encontré una diferencia significativa
(P=0,455), hecho que se podria deber a las caracteristicas especiales de cada una: la
gran mayoria (88%) de los gatos de un afio de vida 0 mas (los mas factibles de ser
portadores de Mycoplasma hemotrdépico por mayor exposicion) (Tasker et al., 2003),
fueron gatos portadores de VIF (16/18) y algunos de ellos con una enfermedad clinica,
hecho que aumenta la probabilidad a encontrar gatos positivos a Mycoplasma
hemotrdpico. A la vez, los gatos jovenes incluidos en este ensayo (considerados como
mas predispuestos a contagiarse con el agente al no tener el sistema inmune
completamente desarrollado), fueron gatos callejeros que probablemente estuvieron
expuestos al agente continuamente durante su vida. Ademas, al ser callejeros, su
interaccidn con otros gatos es mas frecuente que en el caso del gato de casa, facilitando
el intercambio de parasitos hematofagos y los encuentros agresivos que resultan en
lesiones.

En el caso de los subgrupos divididos segun los distintos géneros, la diferencia

de prevalencia de Mycoplasma hemotropico tampoco fue significativa (P=0,376).
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Algunas investigaciones, describen que no existe diferencia entre géneros (Bobade et
al., 1986), pero otros describen mayor prevalencia en los machos, apuntando
principalmente a su conducta agresiva y el habito “out door” mas frecuente por la
conducta sexual (Willi et al., 2006a y 2007).

En este ensayo la proporcion entre machos (n=29) y hembras (n=19) no fue
balanceada y existieron 7 gatos de género desconocido, hecho que tal vez modifico los
resultados. Ademas, tiene importancia el hecho que la mayoria de las hembras (89,5%)
que participaron en este ensayo (17/19) fueron gatas callejeras (“out door”) y por lo
tanto con una exposicion alta y continua al agente. En el andlisis de la prevalencia de las
especies de Mycoplasma hemotropico en los subgrupos, se encontré una relacion entre
el género masculino y la presencia de CM haemominutum, determinando una diferencia
significativa (P=0,021) entre la prevalencia de esta especie del agente en los machos
(41,4%) con respecto a las hembras (10,5%).

Esto se explica, en base de la relacion anteriormente demostrada entre el género
masculino y la alta prevalencia de VIF en comparacion con las hembras (P=0,001;
RR=2,222; CI95% 1,29-3,84) y de la alta prevalencia de CM haemominutum en la
subpoblacion VIF positivo en comparacion a la subpoblacion VIF negativo (RR=2,323),
sugiriendo que la alta prevalencia de CM haemominutum en los machos se debe a la alta

prevalencia de VIF y su efecto supresor sobre el sistema inmune.

4. Los casos mencionados con coinfeccion fueron solamente dos, encontrando
un mayor numero de casos de aparicion de bandas multiples en los ensayos de
electroforesis. Los partidores universales para Mycoplasma generaron productos de
tamafio muy similar (170 y 190 bp), lo cual produce una dificultad técnica en la
separacion de las bandas. En la gran mayoria de los casos, al menos uno de los
productos no generé resultado especifico al secuenciarlo, por contener una cantidad o
calidad insuficiente. Por este motivo, se sospecha que la importancia porcentual de las
coinfecciones resulté subestimada al usar esta técnica. Para mejorar la exactitud de este
parametro, se deberia utilizar un PCR especifico para cada especie conocida de
Mycoplasma hemotropico, en cada muestra. Por defecto, especie o variedades

desconocidas no se encontrarian.
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5. En el ensayo de PCR para la deteccion de VIF en la subpoblacion 1 que fue
seleccionada por el estatus positivo a VIF de los gatos, determinado mediante una
prueba seroldgica, se encontrd una prevalencia de 96,5% (28/29). Esta similitud indica
que las dos técnicas entregan resultados similares en la deteccion de VIF, lo que nos
permite comparar los resultados de este estudio con estudios anteriores en que
solamente detectaron VIF mediante una prueba serolégica.

En la subpoblacion 2, los gatos fueron seleccionados al azar con respecto al
estatus de VIF o su estado de salud y por lo tanto, esto nos permite inferir el resultado a
la poblacién de gatos callejeros en general. En este caso se encontrd una prevalencia de
11,5%. Esta prevalencia es similar (P=1,00) a la encontrada en Israel del 12% mediante
una prueba seroldgica (Baneth et al., 1999).

Sorprendentemente, la prevalencia de ViLeF encontrada en Israel (2008)
mediante un ensayo seroldgico (46,3%), fue significativamente superior (P<0,001) a la
reportada por Baneth et al. (1999) del 3,8%, detectada mediante la misma técnica. La
diferencia se podria atribuir a la composicion ya mencionada de la poblacién de gatos

estudiada.
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8. CONCLUSIONES.

- Las tres especies de Mycoplasma hemotrépico internacionalmente conocidas; M
haemofelis, CM haemominutum y CM turicensis, fueron encontradas en sangre de gatos
de Israel y pueden ser detectadas con certeza mediante un ensayo especifico de PCR.

- La prevalencia de hemoplasma en gatos de Israel parece ser mas alta que la estimada

en otros paises debido a distintas razones.

- Aparentemente la prevalencia de las distintas especies de hemoplasma, varia en
poblaciones de gatos de diferentes caracteristicas. Asi, se requiere el analisis de una

muestra de tamafio mayor para demostrar una relacién mas ajustada.

- Se requieren estudios posteriores de este agente en técnicas complementarias como es
el PCR de tiempo real especifico para cada especie de hemoplasma, lo que permitiria
estudiar las caracteristicas adicionales del agente, su efecto clinico y epidemiologia. Un
tema importante para estudios posteriores es la interaccion de las especies de
hemoplasma en casos de coinfeccion de dos o mas especies, las condiciones

epidemioldgicas que la permiten, su efecto clinico y sus consecuencias.
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