
ABSTRACT.	
Mycoplasmas are bacterial agents that have affinity for mammalian erythrocytes. Its detection is essential when 
evaluating its frequency and potential risk in felines or other species, including humans. Four species have been 
reported worldwide in felines: Mycoplasma	haemofelis (Mhf), "Candidatus	Mycoplasma haemominutum" (CMhm), 
"Candidatus	 Mycoplasma turicensis" (CMt) and "Candidatus Mycoplasma haematoparvum-like" (CMhp). The 
present study aimed to determine the occurrence of Mycoplasma spp. infection in domestic cats attended in 
Veterinary Hospital of National University of Asuncion, by peripheral blood smears (ESP) and identified the 
Mycoplasma sp. by molecular techniques. Of the total samples, 67 peripheral blood samples from domestic cats were 
evaluated using Giemsa staining; In 22 (33%) structures compatible with hemoparasites were observed were 
considered positive for	 Mycoplasma spp., 4.54% (1/22) of the positive samples by ESP were confirmed with 
molecular diagnosis using conventional PCR with the specific 16S gene. rRNA. positive result for Mycoplasma	
haemofelis, through molecular characterization. Sequence analysis determines the presence of M.	haemofelis with a 
100% identity level. In the construction of the phylogenetic tree it was developed that the sample obtained in this 
research (OR428160) was found to be closely related in the lineage of sequences previously reported in other 
countries of the world. The findings of this study reveal the presence of M.	haemofelis in domestic felines from 
Paraguay.
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RESUMEN.	
Los micoplasmas son agentes bacterianos que tienen afinidad por los eritrocitos de mamif́eros. Su deteccioń  es 
fundamental a la hora de evaluar su frecuencia y potencial riesgo en felinos u otras especies, incluyendo el hombre. 
Se han reportado en todo el mundo cuatro especies en felinos: Mycoplasma	 haemofelis (Mhf), Candidatus	
Mycoplasma	 haemominutum (CMhm), Candidatus	 Mycoplasma	 turicensis (CMt) y "Candidatus	 Mycoplasma 
haematoparvum-like" (CMhp). El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia de presentación de 
infección por Mycoplasma spp. por microscopıá óptica a través del extendido de sangre periférica (ESP) en gatos 
domésticos atendidos en el Hospital de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Asunción e 
identificar la especie de Mycoplasma mediante técnicas moleculares. Se evaluaron 67 muestras de sangre periférica 
de gatos domésticos a través de la tinción de Giemsa, del total de muestras; en 22 (33%) se observaron estructuras 
compatibles con hemoparásitos siendo consideradas positivas a Mycoplasma	spp., 4,54% (1/22) de las muestras 
positivas por ESP fueron confirmadas con diagnóstico molecular mediante PCR convencional con el gen especıf́ico 
16S rRNA,	resultando positivo a Mycoplasma	haemofelis, a través de la caracterización molecular. El análisis de 
secuencias determinó la presencia de M.	haemofelis con un nivel de identidad de 100%.  En la construcción del árbol 
filogenético, se estableció que la muestra obtenida en ésta investigación (OR428160), se encontró estrechamente 
relacionada en el linaje de secuencias previamente reportadas en otros paıśes del mundo. Los hallazgos de éste 
estudio revelan la presencia de en felinos domésticos de Paraguay. M.	haemofelis 
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INTRODUCCIÓN.	

 L o s  m y c o p l a s m a s  h e m o t r ó p i c o s 
(hemoplasmas) son agentes bacterianos que tienen 
afinidad por los eritrocitos en muchas especies de 
mamif́eros, dentro de eś tas, los felinos domeś ticos 
(1). Su deteccioń  es fundamental a la hora de evaluar 
su frecuencia y potencial riesgo en felinos u otras 
especies, incluyendo el hombre (2,3,4), considerando 
que se ha documentado en todos los continentes. 
Para esto, la microscopıá óptica surge como la prueba 
de eleccioń  en laboratorios de rutina comparada a 
otros met́odos de diagnośtico en nuestro medio, por 
la rapidez y economı́a. Su identificacio ́n en la 
superficie del eritrocito va depender de la naturaleza 
cıćlica de la parasitemia y probablemente del manejo 
de la muestra (5,6). También se emplea la Reacción en 
cadena de la Polimerasa (PCR)  siendo ésta efectiva y 
sensible para el diagnóstico, en cuanto a la 
confirmación mediante secuenciación ya que 
permite realizar comparaciones evolutivas a partir 
de dependencias que existen desde el punto de vista 
estadiś tico entre las secuencias, siendo la forma maś 
precisa y confiable para inferir en las relaciones 
filogenet́ icas (1). 

 La frecuencia de infección por Mycoplasma 
spp. en felinos domésticos ha sido reportada en 
diversos estudios; en Argentina y Colombia, se han 
reportado prevalencias del 20% para Mycoplasma 
spp., obtenida a trave ́s de evaluacio ́n de frotis 
sangui ́neo (7). Se indica que las ubicaciones 
geograf́icas son un factor importante en las tasas de 
infeccioń , siendo aquellas con climas maś caĺidos, las 
que presentan mayores prevalencia (1). 

 El Paraguay es un paı́s con un clima sub 
tropical, seco y húmedo con temperaturas promedio 
estacional anual que varıán entre los 20 °C y 24°C (8), 
siendo propicio para  la aparición de enfermedades.
La presencia de mycoplasmas hemotrópicos en 
felinos domésticos del paıś, ha sido probada en un 
estudio mediante PCR convencional en Encarnación 
y  A s u n c i ó n  ( 9 ) ,  d e t e c t a n d o  Mycop la sma	
haemominutum (Mhm) en el 4,7% (28/2) del total de 
muestras en estudio. 

 E� sta investigación tuvo como objetivo 
principal determinar la frecuencia de presentación 
de infección por Mycoplasma spp. por microscopıá 
óptica a través del extendido de sangre periférica 
(ESP) en gatos domésticos atendidos en el Hospital 
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de Asunción e identificar la 
especie mediante técnicas moleculares.

MATERIALES	Y	MÉTODOS.	

Área	de	muestreo

 El trabajo de investigación se llevó a cabo en el 
Hospital Veterinario “Prof. Dr. José Vicente Núñez” de 
la Facultad de Ciencias Veterinarias y en el 
Laboratorio de Patologıá Clıń ica de la Facultad de 
Ciencias Veterinarias, ubicados en el km 10.5, en la 
Ciudad de San Lorenzo, dentro del Campus 
Universitario. 

Tamaño	muestral

Procedimiento para calcular el número de felinos 
muestreados según (10): 

 *Proporción esperada (p): 0,225. 
 *Amplitud del Intervalo de confianza (w): 0,20
 *Nivel de confianza (NC): 9521
 *Desviación normal estandarizada de α (Zα): 1, 96.
    - Número total de individuos muestreados (n): 67

Características	de	la	población

	 Se realizó un muestreo de 67 felinos 
domésticos que acudieron al Hospital Veterinario de 
la Facultad de Ciencias Veterinarias “Prof. Dr. José 
Vicente Núñez” para un control general. Cada 
propietario firmó una autorización otorgando su 
consentimiento antes de tomar las muestras de 
sangre periférica. Se incluyeron en el estudio aquellos 
pacientes de la especie felina sin distinción de sexo y  
raza. Se excluyó del estudio aquellos pacientes de la 
especie felina cuyos propietarios no autorizaron la 
participación en el estudio.

Material	biológico

Las muestras fueron obtenidas de la vena 
marginal de la oreja y posteriormente procesadas, 
utilizando el método de frotis sanguıńeo lineal que 
consistió en la realización de un extendido de sangre 
con 2 portaobjetos y remitidas posteriormente al 
Laboratorio de Patologıá Clıń ica.

La muestra fue fijada con methanol previa a la 
lectura por microscopıá óptica, cuyo objetivo es la 
permeabilización de las células sanguı́neas, 
preparando de ésta manera la entrada de la tinción 
Giemsa, que consistió en la mezcla de 20 gotas de 
Giemsa con 2 ml de solución Buffer para cada 
muestra. Se cubrió la parte superior de la lámina con 
el frotis utilizando la mezcla mencionada y se 
esperaron 15 minutos. Posteriormente se lavó la 
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lámina portaobjeto en posición horizontal y se secó 
la extensión colocando la lámina verticalmente 
sobre un portaobjeto. Una vez secada la lámina, se 
evaluó a través de microscopıá óptica la búsqueda 
de glóbulos rojos con estructuras compatibles con 
Mycoplasma spp. observándolos solos, en pares o en 
cadenas cortas de 3 o 6 organismos, si es que la 
infección es aguda (5,11).

Extracción	de	DNA	

Se procedió a la extracción de DNA de una de 
las muestras positivas por ESP. La muestra de 
sangre congelada con EDTA se descongeló a 
temperatura ambiente y homogeneizada mediante 
vortex. La extracción del ADN a partir de 200 μL de 
sangre se realizó utilizando el kit de extraccion 
GeneJET ( ), según Thermo Fisher Scientific
instrucciones del fabricante, para obtener 100μL de 
ADN purificado. 

PCR	 convencional	 (c)	 para	 la	 detección	 de	
Mycoplasma	spp.

 L a  m u e s t ra  s e  s o m e t i ó  a  u n a  P C R 
convencional para amplificar una región de 600 pb 
del gen 16SrRNA (16S) de Mycoplasma spp. Como 
control positivo se utilizó 1 muestra de ADN de gato 
naturalmente infectado por Mycoplasma spp. y 
como control negativo se utilizó agua ultra pura 
libre de nucleasas. La mezcla de reacción estaba 
compuesta por 5 μL de Gotaq® Master Mix 
(Promega®, Madisson, EE. UU.), 300 nM de cada 
c e b a d o r  e x t e r n o ;  H e m M y c o p  1 6 S - 3 2 2 s 
( G C C C ATAT T C C TA C G G G A A G C A G C A G T )  y 
H e m M y c o p  1 6 S - 9 3 8 a s 
(CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC), 2 μL de ADN 
molde llevado a un volumen total de 25 μL con agua 
libre de nucleasas. (Thermo Scientific©, EE. UU.). El 
protocolo del perfil térmico fue el siguiente: 95°C 
por 2 min seguido de 45 ciclos de 94°C por 15 s, 68°C 
por 15 s y 72°C por 30 s. La amplificación se 
completó con una extensión final de 72°C durante 3 
min (12).

Electroforesis

El producto de PCR convencional se separó 
mediante electroforesis en gel de agarosa 

®
(SeaKem LE Agarose, Lonza) al 2%, teñido con 
Bromuro de etidio a un voltaje de 5 V/cm y se 
observó  en el  transluminador ( JY-025 UV 
Transluminator) con luz ultravioleta. La extracción 
de ADN, la amplificación por cPCR y la electroforesis 
se realizaron en 3 salas separadas para evitar la 
contaminación cruzada.	

Secuenciamiento	y	Análisis	filogenético

Para confirmar el producto obtenido a 
través de la cPCR, la muestra fue enviada a 
Macrogen, Corea del Sur para su purificación y 
posterior secuenciamiento mediante método 
Sanger en secuenciador automático (A.B.I. Prism 
310 genetic  analyzer:  Applied Biosystem 
©/PerkinElmer). 

Las secuencias forward y reverse se 
analizaron en el programa geneious version 7.1. 
Para obtener la secuencia consenso. El porcentaje 
de identidad se obtuvo utilizando la herramienta 
BLASTn (13) y la secuencia fue depositada en 
GenBank (14) bajo el número de acceso (OR42816)  

Para el análisis filogenético, la secuencia 
obtenida en el presente estudio fue analizada junto 
con 25 secuencias de diferentes especies de 
hemoplasmas presentes en la base de datos 
genbank (AB758435, AB820288, KC512401, 
AY831867, AY171918, AY150984, AY150977, 
MN543634, MW406803, AY529641, KY432680, 
KF928964, AB848713, DQ825439, OQ421226, 
OP023145, MF192849, GQ129114, AF306346, 
KF306249, MH379799, MG948627, AB610849, 
AF178676, AF338269) y con la secuencia de 
Mycoplasma	 pneumoniae (NR_113659) para 
representar el grupo externo.  

Primero se evaluó  el  mejor modelo 
evolutivo acorde al criterio de información de 
Akaike (15), determinando el modelo TIM3+F+G4 
u s a n d o  e l  p r o g r a m a  M o d e l F i n d e r  ( 1 6 ) . 
Posteriormente la reconstrucción filogenética fue 
inferida por método de Máxima verosimilitud, 
generando soporte de nodo a partir de un Bootstrap 
de 1000, usando el programa IQTREE (17). 

Análisis	de	los	datos

 P a r a  d e t e r m i n a r  l a  f r e c u e n c i a  d e 
Mycoplasma spp. en gatos domésticos que acuden al 
Hospital de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de Asunción, los gatos 
positivos por microscopia óptica se dividieron por 
el número total de animales analizados, se 
multiplicó por 100 y se expresó como porcentaje 
(%).

RESULTADOS	Y	DISCUSIÓN.

Actualmente, el nu ́mero de especies de 
Mycoplasmas en mami ́feros ha ido en constante 
aumento, por tanto, las diferentes te ́cnicas de 
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diagnóstico especialmente la de microscopıá óptica 
surge como una gran herramienta rápida y efectiva 
para la deteccioń  de los mismos.

Debido a que éstos microorganimos no son 
cultivables a nivel in vitro, técnicas como la citologıá 
y la PCR son necesarias para su detección (18, 19, 20, 
21). 

De  las  67  muestras  examinadas ,  se 
identif icaron estructuras compatibles con 
Mycoplasma	spp. en las muestras de 22 (33%) felinos 
y 45 (67%) muestras resultaron negativas. Se han 
reportado prevalencia de Mycoplasma spp. en gatos 
domésticos que presentan una amplia variación, 
entre 3.6% a 28%, basado en diagnóstico citológico 
(22) ,  var iac i ón  que  podrı́ a  ser  atr ibuible 
parcialmente a la naturaleza cić lica de la parasitemia 
dentro de episodios discretos; la cantidad de 
paraśitos aumenta hasta alcanzar un valor max́imo 
en 1 a 5 diá s, seguida de una disminucioń  raṕida (23).    

En una investigacio ́n realizada (24), la 
prevalencia de Mycoplasma	spp. fue de 22,5 %, éste 
porcentaje podriá  deberse a que se utilizo ́ para el 
diagno ́stico; muestras de sangre profunda (vena 
yugular y vena cefaĺica del antebrazo) mientras que 
en el presente estudio se utilizaron frotis de sangre 
perife ́rica, demostrando una mayor sensibilidad 
(25). Otro estudio (26) registró que, de 30 gatos 
muestreados, 29 fueron positivos, representando el 
96.7% de la población total muestreada. Este 
porcentaje elevado, podrıá atribuirse a los criterios 
de inclusión ya que fueron muestreados aquellos 
felinos sospechosos de padecer cuadros anémicos o 
de ictericia, incluyendo los gatos sospechosos de 
Leucemia viral felina. 

P r e v i a m e n t e  s e  h a  r e p o r t a d o  u n a 
prevalencia de 66.6% en gatos de Asunción y 

Encarnación, sin embargo, la población de Asunción 
estaba representada sólo por cuatro felinos (27), 
siendo ası́ el presente estudio el primero en 
determinar una ocurrencia de Mycoplasma	spp. de 
mayor representatividad en gatos de Asunción. La 
diferencia observada podrıá estar asociada al lugar 
geográfico de donde provienen las muestras, ası ́
como se puede atribuir a la técnica empleada en la 
detección (PCR versus ESP), basado en reportes 
previos de mayor sensibilidad de la técnica de PCR 
convencional para el diagnóstico de Mycoplasma en 
felinos comparado con examen citológico (28). 

Es importante considerar que una vez 
infectado y recuperado de la enfermedad, el 
hospedadador queda como portador sano, la 
reactivacio ́n de la enfermedad sigue siendo una 
amenaza en portadores croń icos (29), reportańdose 
la reaparicio ́n de la parasitemia en animales 
i n m u n o d e p r i m i d o s  c o m o  s e  m e n c i o n a 
anteriormente, ya sea por reinfeccioń  de la misma u 
otra especie de hemoplasma (30).

Con relación al estatus de raza (Tabla 1), según 
mencionan algunos autores (31), éste se considera un 
factor de riesgo de infección. En nuestro estudio, la 
mayor frecuencia de la enfermedad se dió en los gatos de 
la raza Común Europeo, lo que se podría deber a que la 
concurrencia de dicha raza fue mayor durante el periodo 
de muestreo, en donde de los 67 felinos, 62 
correspondieron a la mencionada raza, lo cual se 
asemeja a los hallazgos en otras investigaciones (10) en 
dónde el 84 % de los felinos con presencia de 
Mycoplasma spp. eran de la raza Común Europeo. 

En cuanto al mayor porcentaje en machos 
(Tabla 1), coincide con lo que indican algunos 
estudios (23), en donde se observa un aumento de 
incidencia en machos adultos y lo atribuyen a que su 
comportamiento está caracterizado por mayor 
deambulacioń  y pelea, lo que daba como resultado 
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Tabla	1.	Frecuencia de Mycoplasma	spp. en pacientes felinos según raza, sexo y rango etario. Hospital 
Veterinario de la FCV/UNA, año 2022. 
       

Variable

	

Categoría

	

N°	positivos

	 %	
positivos

	 N°	
negativos

	 %	
Negativos

	

Total

	

Raza
	

Común Europeo

 
21

 
33.87

 
46

 
74.19

 
62

 

Mestizo de Siamés
 

0
 

0
 

2
 

0
 

2
 

Siamés
 

0
 

0
 

1
 

0
 

1
 

Bengalı́
 

0
 

0
 

1
 

0
 

1
 

Persa
 

1
 

100
 

0
 

0
 

1
 

Sexo
	 Macho

 
14
 

20.89
 

23
 

34.32
 

37
 

Hembra
 

8
 

11.94
 

22
 

32.83
 

30
 

Edad
	 <1 año

 
5

 
7.46

 
10

 
14.92

 
15

 

1-5 años
 

14
 

20.89
 

28
 

41.79
 

42
 

> 5 años
 

3
 

4.47
 

7
 

10.44
 

10
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mayor  exposic io ́n a  gatos  infectados  con 
Mycoplasma spp. 

En un estudio realizado (10) los machos 
representaron un mayor porcentaje, 61% de los 
felinos infectados por	 Mycoplasma spp. lo que se 
asemeja con lo hallado en el presente estudio, pero 
con diferencias significativas con otro (26) en donde 
las hembras representaron al 68% y los machos al 
31%. Esta discrepancia se deberıá a que la población 
muestreada era desigual;10 machos y 20 hembras. 
Se describe (21) que los machos y los gatos jóvenes 
tienen más probabilidades de estar infectados, 
aunque no se ha encontrado evidencia de una 
predisposición de sexo o edad. 

Referente a la edad, el mayor porcentaje en el 
rango etario fue de 1 a 5 anõs, lo que podriá  deberse a 
la coincidencia de la madurez sexual, lo que conlleva 
a una mayor socialización y exposicio ́n a felinos 
infectados. Sin embargo, algunos estudios (23) 
mencionan que la micoplasmosis aguda se 
desarrolla en gatos de todas las edades (Tabla 1). 
Estos porcentajes se diferencian de otro estudio 
(24), en donde no se encontraron diferencias 
significativas en la edad luego de realizar estudios 
estadiś ticos en 61 positivos de 262 felinos.

La Figura 1 presenta a las estructuras 
compatibles con Mycoplasma	 spp. afectando 
eritrocitos de felinos domésticos.    

Con respecto al análisis de la secuencia del 
gen 16SrRNA, se secuenció 1 muestra positiva por 
cPCR del gen 16SRNAr. BLAST y los análisis 
filogenéticos respaldaron la identificación del 99,6% 
del  producto (~600pb) como Mycoplasma	
haemofelis  (número de acceso de GenBank 
(OR428160), mostrando 99-100% de identidad con 

secuencias de Mycoplasmas detectadas en gatos de 
UK (AY150984), Australia (AY150977), Chile 
(MN543634) y Thailandia (MW406803), la 
s e c u e n c i a  d e  é s t e  e s t u d i o  p e r m a n e c i ó 
estrechamente agrupada en el mismo clado, 
d e m o s t r a n d o  q u e  l o s  o r g a n i s m o s  s o n 
genéticamente muy similares, aunque no totalmente 
idénticos. El gen 16S	es altamente conservado por lo 
que es común observarse altas similitudes entre 
secuencias de la misma especie (Figura 2), siendo la 
primera identificación de M.	haemofelis en nuestro 
paıś aportando información adicional a un reporte 
previo donde se determinó la presencia de ADN 
perteneciente a Candidatus	M.	 haemominutum, sin 
embargo, este hallazgo no fue confirmado por 
secuenciación (27). Cabe mencionar la relevancia de 
la presencia de este hemoplasma, al ser descrito 
como el de mayor patogenicidad entre las tres 
especies de hemoplasmas que infectan a los felinos 
(32), por tanto es importante realizar futuros 
estudios orientados a establecer en que frecuencia 
se presentan las diferentes especies de Mycoplasma	
que infectan a los gatos de Paraguay 

Figura	 2. Relaciones filogenéticas de Mycoplasma	
haemofelis de gatos domesticos basado en el análisis de la 
secuencia de ADN del gen 16S (600pb). Los números en 
los nodos corresponden al porcentaje de valores de 
arranque admitidos (1000 repeticiones). Se utilizó 
Mycoplasmoides	 pneumoniae (NR_113659) como grupo 
externo. 

CONCLUSION.

 Los resultados de este estudio revelaron una 
casuı́stica considerable de gatos sospechosos a 
infección por Mycoplasma y la presencia de 
Mycoplasma	 haemofelis	 en felinos domésticos de 
Asunción Paraguay, el cual debe ser considerado 
como patoǵ eno relevante, incluyéndolo en el panel 
de diagnośtico para felinos con signos asociados a 
pato ́genos transmitidos por vectores, ası́ como 
promover la generación de estudios de prevalencia, 
epidemiologıá  y caracterización molecular de este 
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Figura	1. Se aprecian estructuras compatibles con 
Mycoplasma	 spp. en sangre (flechas negras), 
detectada en frotis sanguıńeo, 100x. Tinción de 
Giemsa.



patógenos en felinos de Paraguay. La teć nica por 
microscopıá óptica utilizada en éste estudio podrıá 
ser considerada como primera aproximación para la 
detección de este patógeno sin embargo, futuras 
investigaciones son requeridas para conocer el 
grado de correlación entre dicha técnica y la PCR. 
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Prevalencia de micoplasmas hemotrópicos felinos 
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