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Resumen: La coinfeccion por hemoplasmas en felinos domésticos infectados con el Virus de la Leucemia Felina (FelV)
constituye un problema relevante en la medicina veterinaria, ya que puede agravar el estado clinico de los animales y favorecer
alteraciones hematologicas, ademas de facilitar la presencia de microorganismos potencialmente zoonoticos. Sin embargo, la
informacion sobre la diversidad molecular de Mycoplasma spp. en felinos infectados con FeLlV en Ecuador constituye un vacio de
conocimiento relevante a nivel epidemioldgico. Con base en esto, el presente estudio tuvo como objetivo detectar molecularmente
Mpycoplasma spp. y caracterizar filogenéticamente las especies circulantes en felinos domésticos positivos a FeLl atendidos en 15
clinicas veterinarias del Distrito Metropolitano de Quito (2025-2026). Se analizaron 20 muestras provenientes de felinos, con
diagnostico confirmado de FelLV, mediante amplificacion del gen ARNr 16S, seguida de secuenciacién Sanger y analisis
filogenético. En general, se detectdé ADN bacteriano en 16 muestras. La coinfeccion con Mycoplasma spp. se detecto en el 40%
(8/20) de los individuos evaluados. La secuenciacion molecular permitié identificar Mycoplasma haemofelis como la especie
predominante, presente en el 25% (5/20) de las muestras positivas, mientras que Candidatus Mycoplasma haematominutum se
detect6 en el 15% (3/20). El analisis BLASTn confirmo¢ la identidad taxondmica de estas secuencias con porcentajes de identidad
superiores al 97%. De manera inesperada, varias secuencias de amplicones adicionales (40% o 8/20) mostraron mayor identidad
con bacterias del género Stenotrophomonas, principalmente Stenotrophomonas maltophilia, lo que sugiere posibles coinfecciones
del virus FeLV con otros géneros bacterianos. La reconstruccion filogenética basada en el modelo evolutivo Kimura de dos
parametros con distribucion Gamma (K2+G) generd topologias consistentes mediante los métodos de Maxima Parsimonia y
Maxima Verosimilitud. Para este analisis se incorporaron secuencias de referencia obtenidas de la base de datos GenBank, las
cuales fueron utilizadas para establecer la relacion filogenética entre los aislamientos obtenidos en este estudio y cepas previamente
reportadas en Brasil, Malasia, China, entre otros. Estos hallazgos evidencian la circulaciéon de hemoplasmas felinos en gatos
positivos a FeLV en el DMQ y resaltan la importancia de considerar estas coinfecciones en el diagndstico clinico. Asimismo,
contribuyen al conocimiento de la epidemiologia molecular de estos patdgenos en Ecuador y apoyan el desarrollo de estrategias de
vigilancia y prevencion bajo el enfoque de Una Salud.

Palabras clave: felinos; deteccion molecular; filogenia; Mycoplasma; Ecuador; FeLV

Abstract: Coinfection with hemoplasmas in domestic cats infected with Feline Leukemia Virus (FeLV) is a significant problem in
veterinary medicine, as it can worsen the animals' clinical condition and promote hematological disorders, in addition to facilitating
the presence of potentially zoonotic microorganisms. However, information on the molecular diversity of Mycoplasma spp. in
FeLV-infected cats in Ecuador represents a significant knowledge gap at the epidemiological level. Based on this, the present study
aimed to molecularly detect Mycoplasma spp. and phylogenetically characterize the circulating species in FeLV-positive domestic
cats treated at 15 veterinary clinics in the Metropolitan District of Quito (2025-2026). Twenty samples from cats with a confirmed
FeLV diagnosis were analyzed by 16S rRNA gene amplification, followed by Sanger sequencing and phylogenetic analysis.
Overall, bacterial DNA was detected in 16 samples. Coinfection with Mycoplasma spp. was detected in 40% (8/20) of the
evaluated individuals. Molecular sequencing identified Mycoplasma haemofelis as the predominant species, present in 25% (5/20)
of the positive samples, while Candidatus Mycoplasma haematominutum was detected in 15% (3/20). BLASTn analysis confirmed
the taxonomic identity of these sequences with identity percentages greater than 97%. Unexpectedly, several additional amplicon
sequences (40% or 8/20) showed greater identity with bacteria of the genus Stenotrophomonas, mainly Stenotrophomonas
maltophilia, suggesting possible coinfections of FeLV with other bacterial genera. Phylogenetic reconstruction based on the
Kimura two-parameter evolutionary model with Gamma (K2+G) distribution generated consistent topologies using Maximum
Parsimony and Maximum Likelihood methods. For this analysis, reference sequences obtained from the GenBank database were
incorporated. These sequences were used to establish the phylogenetic relationship between the isolates obtained in this study and
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strains previously reported in Brazil, Malaysia, China, and other countries. These findings demonstrate the circulation of feline
hemoplasmas in FeLV-positive cats in the Metropolitan District of Quito (DMQ) and highlight the importance of considering these
coinfections in clinical diagnosis. Furthermore, they contribute to the understanding of the molecular epidemiology of these
pathogens in Ecuador and support the development of surveillance and prevention strategies under the One Health approach.

Keywords: cat; molecular detection; phylogeny; Mycoplasma; Ecuador; FeLV

1. Introduccion

En la actualidad, los animales domésticos, como los felinos, son considerados miembros de
nucleos familiares, donde se calcula que la mitad de los hogares en Estados Unidos y Europa los
tienen (Chomel, 2014), volviéndolos importantes al momento de la transmision de varias
enfermedades e incluso se considera que funcionan como una via de amplificacion de patdégenos
que provengan de animales salvajes (Rahman et al., 2020). Esta situacion se agrava cuando uno
de los animales de compafiia mas populares a nivel mundial, el felino doméstico, tiene libre
acceso al exterior, incrementando su exposicion a enfermedades transmisibles entre felinos, por
otras especies o vectores, asi como a riesgos ambientales como envenenamientos y
atropellamientos (Grigg et al., 2023; Tan et al., 2021; Melo et al., 2023). Es asi como se puede
favorecer a la aparicion y propagacion de enfermedades zoondticas, siendo critico en
comunidades agricolas o rurales, donde el contacto estrecho entre humanos, animales domésticos
y fauna silvestre se juntan con un acceso limitado a servicios basicos (Grace & Cook, 2023;
Chomel, 2014; Rahman et al.,2020).

Las enfermedades zoondticas, responsables de cerca del 60 % de patologias que afectan al
ser humano, representan la tercera causa de muerte a nivel mundial y un grave problema de salud
publica debido a su capacidad de transmisién entre animales y humanos (OMS, 2020; FAO,
2024). Estas son provocadas por una gran variedad de patdgenos, incluyendo bacterias, virus,
parasitos, hongos, rickettsias, clamidias, protozoos, micoplasmas y agentes acelulares no virales,
constituyendo un riesgo significativo las zoonosis bacterianas asociadas al contacto con animales
domésticos, siendo un area relativamente descuidada pese al riesgo que representan para
poblaciones vulnerables como nifios, adultos mayores, embarazadas e inmunocomprometidos
(Rahman et al.,2020; Duarte et al., 2014; Damborg, 2016; Novacco et al., 2018). Una de ellas, la
micoplasmosis de origen felino, a menudo est4 subdiagnosticada en humanos, como los casos de
Mycoplasma haemofelis en un individuo con VIH y otro caso sospechoso de otro paciente
humano con lupus eritematoso sistémico (Duarte et al., 2014; Damborg, 2016; Novacco et al.,
2018).

Los micoplasmas hemotropicos (hemoplasmas) pertenecientes a la familia
Mycoplasmataceae, afectan a seres humanos, animales y plantas (Xiu, et al., 2024; Duarte et al.,
2014; Faulhaber, et al., 2025). Estas bacterias son responsables de la micoplasmosis felina o
también llamada micoplasmosis hemotrdpica felina, una enfermedad infecciosa emergente
clasificada dentro de las enfermedades transmitidas por vectores en felinos (FVBD), causada
principalmente por cuatro especies de Mycoplasma, donde se incluyen a Mycoplasma haemofelis
(Mhf), Candidatus Mycoplasma turicensis (CMt), Candidatus Mycoplasma haemominutum
(CMhm) y Mycoplasma haematoparvum-like (Lobova et al., 2021;Ravagnan et al., 2017; Sykes,
2010; Tasker., 2022; Tasker, 2010; Ceylan et al., 2024; Ameldev & Tresamol, 2018; Ferraz et al.,
2024). También se ha identificado a Mycoplasma haemocanis (Mhc) y Mycoplasma wenyonii
que, si bien se creia que eran especificos de caninos y del ganado respectivamente, también se
han detectado en felinos lo que podria indicar una transmision entre especies (Ceylan et al.,
2024; Ceylan et al., 2024). Estas bacterias estan distribuidas a nivel mundial y su incidencia ha
sido reportada en paises de Asia, Europa y Norteamérica, pero en Latinoamérica estos valores
varian tomando en cuenta las especies identificadas (Yamakawa et al., 2017).
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En Ecuador, los datos sobre micoplasmosis felina son limitados, existen estudios donde se
ha reportado su presencia en pequefias poblaciones de felinos domésticos de las ciudades de
Guayaquil, Babahoyo, Quito y Gal4pagos, y también en varias especies silvestres como Puma
yvaguarondi, Leopardus pardalis, Leopardus tigrinus, Puma concolor y Panthera onca que
fueron admitidas en el Hospital Veterinario de la Universidad San Francisco de Quito (Chiriboga
Granja & Mariduefia Zavala, 2023; Pizarro Mejia, 2025; Tapia Giler, 2018; Levy et al., 2008;
Diaz et al., 2021). Dado que esta bacteria esta presente en la sangre de los felinos infectados,
puede transmitirse de diferentes maneras, siendo la mds comun a través de vectores, como los
ectoparasitos que se alimentan de sangre, donde las pulgas y las garrapatas juegan un papel
fundamental (Ceylan et al., 2024; Carvalho et al., 2024). Ademas, los mosquitos del género
Aedes también podrian estar involucrados (Reagan, 2017). Otras formas de transmision directa
incluyen las interacciones agresivas entre felinos y la transmision vertical dada durante el
embarazo, el parto y la lactancia (Ameldev & Tresamol, 2018). También se describe la
transmision iatrogénica por medio de instrumental contaminado o transfusiones sanguineas
(Ravagnan et al., 2017; Ameldev & Tresamol, 2018). La evolucion de esta enfermedad se divide
en cuatro fases: la primera, de una a tres semanas, abarcando desde la infeccion hasta la
replicacion bacteriana inicial, con una disminucion del volumen globular aglomerado (VGA), la
segunda puede extenderse por un mes 0 mas y se caracteriza por episodios de bacteriemia, un
descenso mas pronunciado del VGA y signos clinicos evidentes, la gravedad depende tanto del
hospedador como de la especie infectante; en la tercera fase, el VGA se normaliza o puede
aproximarse a valores de referencia; y ya en la cuarta fase, el individuo infectado se convierte en
portador cronico, con posibilidad de reactivacion del patdgeno ante factores como estrés,
comorbilidades o neoplasias (Morales & Martin, 2022). Existen algunas especies que rara vez
producen manifestaciones graves y pueden estar asociadas con la disminucion de globulos rojos
como lo es Candidatus M. haemominutum mientras que otras, como Candidatus M. turicensis,
causan descenso en el volumen de células empaquetadas (PCV), y Mycoplasma haemofelis, una
de las mas patdgenas, puede provocar anemia hemolitica, con sintomas como mucosas palidas,
deshidratacion, pérdida de peso, anorexia, letargo, ictericia, esplenomegalia, linfadenopatia y, en
casos graves, muerte subita por descenso del Volumen Globular Aglomerado (VGA) y
bacteriemia generalizada, aunque también la posibilidad de presentarse infecciones asintomaticas
(Tasker, 2010; Ravagnan et al., 2017; Morales & Martin, 2022; Ferraz et al., 2024).

La deteccion de Mycoplasma a través del frotis sanguineo es el método mas utilizado en la
clinica diaria, donde la baja especificidad y sensibilidad de esta técnica generan errores de
diagnodstico (Hawley et al., 2018; Jenkins et al., 2013; Torres Angulo, 2023; Razgiinaité et al.,
2024; Morales & Martin, 2022; Ceylan et al., 2024). Habria que acotar que el hemocultivo de
estas bacterias tienen requerimientos muy estrictos imposibilitando su desarrollo, por lo que
debido a las limitaciones de estas técnicas, la PCR resulta la mas eficaz para su diagnostico,
investigacion e incluso la descripcion de nuevas especies, ademés se menciona la evaluacion de
genotipos compartidos de Mycoplasma a través de la secuenciacion del gen 16S rRNA
(Razgtnaité et al., 2024; Jenkins et al., 2013; European Advisory Board for Cat Diseases, 2024;
Hawley et al., 2018; Morales & Martin, 2022; Ceylan et al., 2024; Sykes J. E., 2010; Sacristan et
al., 2019). En cuanto al tratamiento, si este no es administrado a tiempo puede resultar en
consecuencias fatales, dado que esta bacteria carece de paredes celulares, posee resistencia
inherente a antibidticos que actian sobre la pared celular como los betalactamicos y
glicopéptidos, por lo que el tratamiento de eleccion comienza con doxiciclina, y si la bacteriemia
persiste, se recomienda el cambio a marbofloxacina u oxitetraciclina, siempre acompanado de un
seguimiento de las cargas bacterianas mediante PCR en tiempo real (Razgiinaité et al., 2024;
Barker, 2019; Novacco et al., 2018; Cetin et al., 2021).

Por otro lado, es importante mencionar que la infeccion por Mycoplasma puede complicarse
cuando los felinos coinfectan con otros patdgenos, como la Leucemia Viral Felina (FeLV), un
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gamma retrovirus que, al igual que otros. Al no causar muerte celular durante su replicacion, se
integra en el ADN del hospedador, afecta la médula 6sea causando inmunosupresion (Hartmann
& Hofmann-Lehmann, 2020). Esta enfermedad se transmite principalmente por fluidos
corporales como saliva, orina y heces, ademdas de poder propagarse por mordeduras, lamidos,
transfusiones y, aunque no comprobado, también se ha detectado ARN en pulgas y sus heces
(Hartmann & Hofmann-Lehmann, 2020; Little et al., 2020; Rungsuriyawiboon et al., 2022;
Moore et al., 2024). La coexistencia de estos dos patogenos en felinos, Mycoplasma spp. y el
Virus de la Leucemia Felina, se considera un factor de riesgo, ya que podria exacerbar la
gravedad de la enfermedad, y viceversa, dado que el Mycoplasma es una enfermedad de caracter
oportunista (Demkin & Kazakov, 2021; Ferraz et al., 2024).

Dada la inmunosupresién producida por el virus, el hemotrdpico puede generar anemias
significativas o inducir trastornos de la médula 6sea complicando el cuadro clinico y el
tratamiento (Tasker, 2010; Lobova et al., 2021; Morales & Martin, 2022; Yamakawa et al.,
2017). En América, estudios realizados en Brasil reportan una prevalencia de coinfeccion entre
Mycoplasma y Leucemia Viral Felina (FelV) de entre 1.4 % y 9.4 %, mientras que en Estados
Unidos se ha registrado un 4.5 % (da Rosa Maciel et al., 2022). En 2024, se report6d que 34.571
hogares ecuatorianos tienen felinos domésticos y existen 73.628 hogares con al menos un canino
o un felino, esta creciente expansion y el surgimiento continuo de patéogenos en todo el mundo
resaltan la importancia del diagndstico, tratamiento e implementacion de medidas de control
(Forbes, 2024; Ceylan et al., 2024; Imre et al., 2020). Estos factores socioeconémicos, climéaticos
y antropogénicos favorecen una mayor diversidad de patdgenos y, en consecuencia, una mayor
variabilidad y severidad clinica en animales o en humanos (Berzina et al., 2021). La prevalencia
de Leucemia Viral Felina (FeLV) no estd definida en Ecuador, aunque se sabe que se realizo un
estudio observacional en el Distrito Metropolitano de Quito donde se obtuvo una prevalencia de
15,07% en el periodo 2012-2024 y otro estudio retrospectivo donde se observo una prevalencia
de 28.59% en el periodo septiembre 2021 y diciembre 2024 (Puga-Torres, Navarrete, & de la
Torre, 2025), y en Cuenca se determind un 34% en una poblacion pequenia (Castro Carangui,
2022; Yanez-Ortiz et al, 2024). Pero de la coinfeccion s6lo se sabe que en Guayaquil, fue
reportada en un 70% utilizando frotis sanguineo para la deteccion de Mycoplasma spp. y andlisis
de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) para la Leucemia Viral Felina (FelLV) en una
poblacion de 100 felinos domésticos (Valle-Mieles et al., 2022).

Tomando en cuenta la premisa de que la Leucemia Viral Felina afecta a un porcentaje
considerable de la poblacién felina del Distrito Metropolitano de Quito, siendo el 28,59% en los
ultimos 3 afos (Puga-Torres, Navarrete, & de la Torre, 2025). Anadiendo la evidencia previa que
sugiere una alta prevalencia de coinfeccion entre Mycoplasma spp. y FelLV en felinos domésticos
inmunocomprometidos en distintas regiones del mundo (da Rosa Maciel et al., 2022; Demkin &
Kazakov, 2021; Bergmann et al., 2017). Y que, en el Distrito Metropolitano de Quito, los datos
moleculares sobre esta relacion son limitados. Este estudio tiene como objetivo investigar la
presencia y diversidad genética de Mycoplasma en felinos domésticos infectados con Leucemia
Viral Felina (FelV) en el Distrito Metropolitano de Quito (DMQ), mediante herramientas de
epidemiologia molecular. Esto permitira comparar su diversidad genética a través del analisis del
gen 168 ribosomal, respondiendo a la necesidad de generar datos especificos sobre coinfecciones
entre Mycoplasma y FeLV, donde se presume que Mycoplasma haemofelis podria ser la especie
dominante, por su vinculacion con cuadros clinicos graves en felinos.

La identificaciéon y genotipificacion de este patdgeno permitird obtener informacion
actualizada estos patdégenos no reportados, en conjunto con la epidemiologia molecular mediante
andlisis filogenéticos, se puede proyectar en crear conciencia en tutores y profesionales de la
salud animal y humana, tomando en cuenta también el potencial zoondtico de estos agentes
(Imre et al., 2020; Sacristan et al., 2019; Ceylan et al., 2024; Berzina et al., 2021).
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2. Materiales y Métodos

1.  Area de Estudio

En Ecuador, ubicada en el centro norte del territorio nacional, en la provincia de Pichincha,
se encuentra la ciudad de Quito, en medio de la cordillera de los Andes a una altitud de
aproximadamente 2.850 metros sobre el nivel del mar, es la segunda capital mas alta del mundo,
con una superficie de 4.183 km?, unos 2.2 millones de habitantes y una temperatura que varia
entre 10 y 25°C. Para este estudio se incluyé un muestreo por conveniencia de felinos
domésticos que asistieron a centros veterinarios del Distrito Metropolitano de Quito (parroquias
Centro Historico, Chimbacalle, El Inca, La Magdalena, Pomasqui, San Bartolo, San Juan,
Solanda, Turubamba, Cumbaya, Tumbaco y Calderén) entre mayo de 2025 y agosto de 2025. El
Comité de Etica en el Uso de Animales en Investigacion y Docencia de la USFQ aprobé el
estudio, con el nimero de resolucion 2025-003.

1.1. Tamaifio muestral

Debido a la naturaleza exploratoria del estudio y a la limitada disponibilidad de felinos
infectados con Leucemia Viral Felina en el area, se empled un muestreo no probabilistico por
conveniencia. Se incluyeron 20 individuos que cumplieron los criterios de seleccion durante el
periodo de muestreo.

1.1.1.  Criterios de seleccion

Los felinos incluidos en el estudio contaron con un diagndstico positivo para el virus de la
Leucemia Viral Felina (FeLV), confirmado mediante pruebas como ELISA, test rapido por
inmunocromatografia o PCR. Aquellos individuos que no se hubieran realizado ninguna de estas
pruebas o que presentaran un resultado negativo fueron excluidos. Ademas, para su
procesamiento, las muestras sanguineas debian ser recolectadas en tubos con tapa lila (EDTA),
con un volumen minimo de 0,5 mL. No se aceptaron muestras obtenidas en otros tipos de tubos.

1.2.  Poblacidén de estudio

Los felinos domésticos fueron llevados a diferentes establecimientos de salud veterinaria del
Distrito Metropolitano de Quito para un examen preventivo o debido a diversos padecimientos,
donde después de la deteccion de la infeccion de Leucemia Viral Felina (FeLV) fueron invitados
a permitir la toma de muestra a sus felinos para el estudio. Los médicos a cargo de estas muestras
llenaron un formulario identificando con un cédigo al paciente, sin incluir datos personales como
contacto, direcciones o nombres, se adjuntd la siguiente informacién en el mismo formulario el
método de deteccion previa de FelLlV (PCR, ELISA, test rdpido), la edad (afios), sexo, estado
reproductivo (entero, castrado), estilo de vida (dentro de casa, acceso controlado, de exteriores),
presencia de ectoparasitos, recepcion de transfusiones sanguineas, presencia o ausencia de signos
clinicos, enfermedades preexistentes y convivencia/contacto con otras especies. Para la toma de
muestra se siguieron las directrices del AAFP/ISFM Cat Friendly Veterinary Interaction
Guidelines donde se evita la hiperextension del codo y se proporciona una toalla o cobija suelta
para los felinos que prefieran cubrir su cabeza, se tomaron muestras de sangre de la vena cefalica
en tubos con EDTA y se mantuvieron a -5 °C hasta la extraccion de ADN. Como controles
positivos a Mycoplasma spp. se recibieron 7 muestras por parte de los laboratorios Diagnovet y
GENEPET.

2.  Aislamiento de ADN
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La extraccion del ADN a partir de las muestras sanguineas en EDTA se realiz6 con un kit
comercial de aislamiento de ADN (QIAamp® DSP DNA Blood Mini), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. E1 ADN obtenido se almacend a -30 °C hasta su uso en
analisis moleculares. Las concentraciones de ADN extraido fueron medidas en el fluorémetro
(Invitrogen Qubit 4 Fluorometer, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).

3. PCR - Nested, punto final

Se realiz6 una PCR anidada (nested PCR, nPCR) en dos rondas para la deteccion del ARNr
16S de Mycoplasma spp. donde para la primera amplificacion, se utilizaron el cebador forward
Mycol84-F1 y reverse Mycol310-R1 previamente descritos por Kaewmongkol et al. (2020)
(Véase Tabla 1) con la mezcla de reaccion de PCR para cada muestra se preparé utilizando Taq
polimerasa (Dream Taq DNA Polymerase, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos), el buffer (10x Dream Taq Green, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos), dNTPs (BioGENA, Quito, Ecuador). Se realiz6 una dilucion previa de las muestras (2
uL de ADN mas 2 pL de agua ultrapura). La amplificacion inici6é con una desnaturalizacion a 95
°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por
I minuto, alineamiento a 55 °C por 1 minuto y extension a 72 °C por 1.30 minutos finalizando
con una extension final a 72 °C por 10 minutos, dando un producto de un aproximado de 1000

pb.

Tras el final de la primera reaccion, 1 uL del producto de la primera PCR de las muestras se
utilizd como molde para la segunda ronda de amplificacion. Esta segunda ronda se llevo a cabo
con los cebadores internos Myco322-F2 y Myco0938-R2, donde se mantuvo la misma
composicion de la mezcla de reaccion y las condiciones de termociclado tuvieron un cambio en
la etapa de hibridacién a 60 °C por 1 minuto y en la extension a 72 °C por 45 segundos. Los
productos de la segunda ronda se analizaron en un gel de agarosa al 1.2%, en una electroforesis
de 1 hora y 15 minutos, para la tincion se utilizé6 un marcador (TrackIt™ 100 bp DNA Ladder,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) para confirmar la presencia de un
amplicon de 600 pb.

Tabla 1. Cebadores utilizados en PCR para la deteccion de Mycoplasma spp.

Cebador Ciclo de nPCR Secuencia Referencia
Mycol184-F1 Primera ronda ACCAAGSCRATGATRGRTAGCTGG Kaewmongkol ct al. 2020
Myco1310-R1 ACRGGATTACTAGTGATTCCAACTTCAA !
Myco0322-F2 Segunda ronda GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT
Myc0938-R2 CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC

! Nota. Adaptado de "Investigation of hemotropic Mycoplasma spp. genotypes in client-owned
cats in Thailand", por S. Kaewmongkol, N. Lakhana, T. Sirinarumitr, S. G. Fenwick y G.
Kaewmongkol, 2020, Veterinary Microbiology, 247, 108765.
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2020.108765.

4.  Secuenciacion Sanger

Para la secuenciacion se seleccionaron amplicones de PCR que presentaban bandas claras y
fuertes en el gel de agarosa, estas fueron escindidas del gel para ser purificadas mediante un kit
de purificacion (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. E1 ADN purificado se utilizé para secuenciacion por capilares tipo
Sanger, servicio tercerizado en un laboratorio privado de la ciudad de Quito.
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Estos productos fueron secuenciados en ambas direcciones (forward y reverse). Para la
reaccion de secuenciacion se utilizaron los primers Myco322-F2
(5'-GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT-3) y Myco0938-R2
(5'-CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC-3'), cada uno a una concentracion de 2 pmol/uL.

Las muestras presentaron un promedio de concentracion de 54 ng/uL, con un volumen total
de 20 puL, correspondiente a un fragmento amplificado de aproximadamente 600 pb. Ambos
primers presentaron una temperatura de melting (Tm) de 60 °C. Una vez obtenidos los
cromatogramas, fueron evaluados, editados y ensamblados utilizando el software GeneStudio
2.2.0000 (GeneStudio Inc). Las regiones de baja calidad fueron recortadas y las lecturas forward
y reverse fueron ensambladas para generar las secuencias consenso. En los casos en que las
secuencias se encontraban en orientacion inversa, estas fueron reorientadas mediante la
herramienta Nucleic Acid Sequence “Massager” (Universidad de Alcald), previo a su inclusion
en los analisis filogenéticos.

5. Andlisis bioinformatico y filogenético

Las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con secuencias disponibles en la base
de datos GenBank mediante la herramienta BLASTn (Altschul, et al., 1990), con el fin de
confirmar la identidad del agente y seleccionar secuencias de referencia filogenéticamente
relacionadas. Para el andlisis comparativo, se seleccionaron secuencias representativas de cada
especie de hemoplasma felino con altos porcentajes de identidad (>97%) y cobertura superior al
90% (Véase Tabla 2), priorizando aquellas con longitud comparable al fragmento amplificado y
adecuada calidad de anotacion taxondmica. Asimismo, se incluyeron secuencias
correspondientes a hemoplasmas de otras especies animales (caninos, bovinos, ovinos y
porcinos) con el proposito de evaluar la divergencia interespecifica y la estructuracion evolutiva
del grupo.

Las secuencias seleccionadas fueron posteriormente alineadas junto con las obtenidas en
este estudio y utilizadas para los andlisis filogenéticos y el célculo de divergencia genética
empleando el software (Kumar et al., 2024). Se selecciond Tsukamurella spp. como grupo
externo debido a que pertenece a un género bacteriano filogenéticamente distante del género
Mycoplasma, 1o que permite establecer una polarizacion adecuada del arbol filogenético sin
interferir en la estructura interna del ingroup. Esta eleccién se fundamentd en su separacion
evolutiva clara, asi como en la disponibilidad de secuencias del gen ARNr 16S comparables en
longitud y calidad con las secuencias analizadas en este estudio. La inclusion de Tsukamurella
spp. permitio enraizar el arbol de manera estable y confirmar la correcta delimitacion de los
clados correspondientes a los hemoplasmas felinos.

Tabla 2. Secuencias de referencia obtenidas de GenBank utilizadas en el analisis filogenético.

Numero de acceso GenBank Especie

PQ471487.1 Mycoplasma haemofelis
PP894221.1 Mycoplasma haemofelis
0Q361734.1 Mycoplasma haemofelis
0Q361731.1 Mycoplasma haemofelis
MT926038.1 Mycoplasma haemofelis
MT345534.1 Mycoplasma haemocanis
MN240855.1 Mpycoplasma haemofelis
MH447082.1 Mycoplasma haemofelis
KR905465.1 Mycoplasma haemofelis
KJ858513.1 Mycoplasma haemocanis
KT985638.1 Candidatus Mycoplasma haematobovis
KJ883517.1 Candidatus Mycoplasma haemobos
KR905460.1 Candidatus Mycoplasma turicensis
KM275258.1 Candidatus Mycoplasma turicensis

JQ689949.1 Candidatus Mycoplasma turicensis
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AY831867.1 Mycoplasma sp. 'feline hemotropic
PV593553.1 Candidatus Mycoplasma haematominutum
0Q361760.1 Candidatus Mycoplasma haematominutum
KR905453.1 Candidatus Mycoplasma haemominutum
PQ471489.1 Candidatus Mycoplasma haematominutum
KY117662.1 Candidatus Mycoplasma haematoparvum
MZ043581.1 Mycoplasma wenyonii
LC848342.1 Mycoplasma wenyonii
LC848324.1 Mycoplasma ovis
MK287839.1 Mycoplasma suis
MK287838.1 Mycoplasma parvum

NR 029181.1 Mycoplasma feliminutum

NR 025965.1 Mycoplasma leonicaptivi

NR 025964.1 Mycoplasma simbae

NR 025963.1 Mpycoplasmopsis felifaucium

NR 025966.1 Mycoplasma leopharyngis
EU086531.1 Tsukamurella pulmonis
HES585566.1 Tsukamurella tyrosinosolvens

6.  Analisis estadistico

Los datos recolectados de cada individuo, proporcionados por distintos establecimientos
veterinarios del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ), fueron registrados en una base de datos
estructurada. Previo al analisis estadistico, se evalud la normalidad de las variables cuantitativas
mediante la prueba de Shapiro—Wilk. Dado que los datos no cumplieron con los supuestos de
normalidad, se emplearon pruebas no paramétricas para el analisis comparativo.

Para evaluar la distribucion de las especies de Mycoplasma spp. detectadas en la poblacion
felina positiva, se utilizaron pruebas de asociacion para variables categoricas, empleandose la
prueba exacta de Fisher cuando fue necesario debido al tamano reducido de algunas categorias.
La comparacion de la edad entre grupos definidos por la especie de Mycoplasma identificada se
realizé mediante la prueba de Wilcoxon de rangos sumados.

Todos los analisis estadisticos y representaciones graficas fueron realizados en el programa
RStudio version 2024.04.1+729 (RStudio Team, 2022), considerandose un nivel de significancia
estadistica de p < 0.05.

3. Resultados

3.1. Deteccion molecular por nPCR

Se analiz6 un total de 20 muestras de sangre de felinos domésticos de 11 parroquias del
Distrito Metropolitano de Quito mediante una PCR anidada (nested PCR) para detectar el gen
16S rRNA. De las 20 muestras analizadas, en 16 (80%) resultaron positivas para la presencia de
ADN bacteriano en la segunda ronda de amplificacion. Estos productos de la PCR se
visualizaron en geles de agarosa donde se confirm¢é la presencia de un amplicon con el tamaiio
esperado de aproximadamente 600 pb (véanse Figuras 1, 2 y 3). En algunas muestras se
observaron bandas adicionales de mayor y menor peso molecular, las cuales podrian
corresponder a amplificaciones inespecificas o a productos secundarios de la reaccion. No
obstante, el fragmento de 600 pb fue el predominante y consistente en todos los casos
considerados positivos.
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Figura 1. Deteccion molecular de Mycoplasma spp. en felinos domésticos utilizando cebadores
Myco0322-F2 y Myco938-R2. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2: Muestra
G1 de Parroquia La Magdalena. Carril 3: Muestra G3 de Parroquia Turubamba. Carril 4:
Muestra G5 de Parroquia Turubamba. Carril 5: Muestra G7 de Parroquia San Bartolo. Carril 6:
Muestra G9 de Parroquia Centro Historico. Carril 7: Muestra G11 de Parroquia Chimbacalle.
Carril 8: Muestra G13 de Parroquia Centro Histérico. Carril 9: Control positivo (Genepetlab).
Carril 10: H20.

123456 78910111213 14

Figura 2. Deteccion molecular de Mycoplasma spp. en felinos domésticos utilizando cebadores
Myco0322-F2 y Myco938-R2. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2: Muestra
G15 de Parroquia San Isidro de El Inca. Carril 3: Muestra G17 de Parroquia San Isidro de El
Inca. Carril 4: Carril vacio. Carril 5: Muestra G19 de Parroquia Pomasqui. Carril 6: Carril vacio.
Carril 7: Muestra G21 de Parroquia Centro Historico. Carril 8: Muestra G23 de Parroquia Centro
Histoérico. Carril 9: Carril vacio. Carril 10: Muestra G25 de Parroquia Pomasqui. Carril 11: Carril
vacio. Carril 12: Muestra G27 de Parroquia Tumbaco. Carril 13: Control positivo (Genepetlab).
Carril 14: H20.
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Figura 3. Deteccion molecular de Mycoplasma spp. en felinos domésticos utilizando cebadores
Myco0322-F2 y Myc0938-R2. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2: Muestra
G29 de Parroquia Chimbacalle. Carril 3: Muestra G31 de Parroquia La Libertad. Carril 4:
Muestra G33 de Parroquia Tumbaco. Carril 5: Muestra G35 de Parroquia Cumbaya. Carril 6:
Muestra G37 de Parroquia Cumbaya. Carril 7: Carril vacio. Carril 8: Muestra G39 de Parroquia
Valle de los Chillos. Carril 7: Carril vacio. Carril 9: Control positivo (Genepetlab). Carril 11:
H2O0. Carril 12: marcador de peso molecular de 100 pb.

3.2. Bioinformatica y Analisis Filogenético

El analisis preliminar de las secuencias consenso mediante BLASTn permiti6 determinar
que ocho de las secuencias obtenidas presentaron altos porcentajes de identidad y cobertura
(>97%) con especies del género Mycoplasma, confirmando su asignacion taxonémica preliminar.
Sin embargo, otras ocho secuencias mostraron mayor identidad con bacterias del género
Stenotrophomonas. Este hallazgo sugiere que el marcador molecular utilizado, correspondiente
al gen ARNr 168, no posee resolucion suficiente para discriminar con precision ciertos géneros
bacterianos estrechamente relacionados o potencialmente presentes en coinfeccion, lo que limita
la posibilidad de realizar un andlisis filogenético detallado para dichas secuencias. En
consecuencia, unicamente las secuencias confirmadas como Mycoplasma spp. fueron incluidas
en los analisis filogenéticos posteriores.

El anélisis de seleccion de modelo realizado en el software MEGA 12 (Kumar et al., 2024)
indico que el modelo evolutivo que mejor se ajustd a los datos, segun el criterio de informacion
bayesiano (BIC), fue Kimura de dos parametros con distribucion Gamma (K2+@G), evidenciando
heterogeneidad en las tasas de sustitucion entre sitios. La inclusién de una proporcion de sitios
invariantes (+I) no mejord significativamente el ajuste del modelo. La reconstruccion
filogenética mediante los métodos de Maxima Parsimonia (MP) y Méxima Verosimilitud (ML),
bajo el modelo K2+G, produjo topologias idénticas, lo que demuestra consistencia y estabilidad
en la sefial filogenética del conjunto de datos. El analisis incluyd 41 secuencias y un total de 434
posiciones nucleotidicas alineadas.

Se obtuvieron tres clados monofiléticos bien definidos en el arbol filogenético
correspondientes a Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haematominutum y
Candidatus Mycoplasma turicensis. Cada uno de estos clados presentd valores elevados de
soporte bootstrap, con nodos principales de >70% y varios alcanzando el 100%, lo que respalda
fuertemente su delimitacion filogenética.
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Ocho de las secuencias obtenidas del presente estudio se agruparon consistentemente dentro
de sus respectivos clados de referencia. Las muestras locales asignadas a M. haemofelis,
detectado en el 25% (5/20) de los felinos analizados, se integraron dentro del clado
correspondiente junto con secuencias que se encontraban en GenBank, mostrando alta cohesion
genética. De manera similar, las secuencias correspondientes a Candidatus M. haematominutum,
identificado en el 15% (3/20) de los individuos evaluados, formaron un clado independiente con
alto soporte estadistico. No se detectaron aislamientos correspondientes a Candidatus M.
turicensis en la poblacion estudiada; sin embargo, esta especie se recuperd como una unidad
filogenética claramente diferenciada dentro del arbol construido con secuencias de referencia.

Las secuencias asociadas a bovinos, ovinos y porcinos se agruparon en linajes separados de
las secuencias asociadas a felinos, evidenciando divergencia evolutiva entre taxones asociados a
distintos hospedadores. El grupo externo (Tsukamurella spp.) se ubicd basalmente respecto a
todos los taxones analizados, mostrando una clara separacion del ingroup y confirmando la
correcta polarizacion del arbol filogenético.

En conjunto, la topologia obtenida y los altos valores de soporte bootstrap indican una
estructura filogenética robusta y congruente entre los métodos de inferencia utilizados como se
observa en el arbol filogenético construido con las secuencias obtenidas en el estudio, se presenta
en la Figura 4.
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Figura 4. Filograma de maxima verosimilitud inferido a partir de secuencias parciales del gen
ARNTr 16S de Mycoplasma spp. El arbol filogenético fue construido utilizando el modelo Kimura
de dos parametros con distribucion Gamma (K2+G), seleccionado mediante el criterio de
informacion bayesiano (BIC). Los valores en los nodos indican el porcentaje de soporte
bootstrap.

Durante el analisis de las secuencias obtenidas mediante amplificacion del gen ARNr 16S, se
observd que siete de las secuencias 35% (7/20) generadas no presentaron mayor similitud con
especies del género Mycoplasma. El andlisis de identidad mediante BLASTn reveld que estas
secuencias mostraron altos porcentajes de identidad con bacterias pertenecientes al género
Stenotrophomonas, principalmente Stenotrophomonas maltophilia, asi como con otras
secuencias clasificadas como Stenotrophomonas spp. Debido a esta asignacion taxonoOmica,
dichas secuencias fueron excluidas de los analisis filogenéticos dirigidos a Mycoplasma spp., los
cuales se realizaron Uinicamente con las secuencias que presentaron alta identidad con especies
de este género.

3.3. Analisis de factores de riesgo
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Los hallazgos obtenidos en este estudio fueron evaluados estadisticamente considerando
diversos parametros demograficos, clinicos y epidemioldgicos. La normalidad de las variables
continuas fue evaluada mediante la prueba de Shapiro—Wilk, evidenciandose que la edad no
sigui6 una distribucion normal (p < 0,05) por lo que se aplicaron pruebas estadisticas no
paramétricas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la edad de los felinos segun
el estado reproductivo (prueba de Kruskal-Wallis, y*> = 3,79; gl = 3; p = 0,28). Dado que el 100%
de los individuos evaluados presentd infestacion por pulgas, no fue posible evaluar asociaciones
estadisticas relacionadas con la presencia de ectoparasitos.

Las asociaciones entre variables categoricas se analizaron mediante la prueba exacta de
Fisher. Se identifico una asociacion estadisticamente significativa entre la convivencia con otros
felinos y la presencia de interacciones agresivas (p = 0,027), observandose una mayor frecuencia
de conductas agresivas en los felinos que conviven con otros de su misma especie. Asimismo, se
evidencid una asociacion significativa entre la especie de Mycoplasma identificada y la presencia
de interacciones agresivas felinas (p = 0,032).

No se detectaron asociaciones estadisticamente significativas entre la infeccion por
Mycoplasma spp. y las demads variables evaluadas.

3.4. Correlacion de la bacteriemia con signos clinicos

De los 20 felinos positivos a Leucemia Viral Felina, el 40% (8/20) presentd coinfeccion con
Mycoplasma spp. La mayoria de los casos correspondio a felinos menores de cuatro afos y a
machos. Asimismo, casi la totalidad de los individuos coinfectados tenia algtin tipo de acceso al
exterior y todos presentaron antecedente de infestacion por pulgas (Véase Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas demograficas, clinicas y moleculares de los felinos FeLV positivos coinfectados con Mycoplasma spp. (n

= Q).
Variable Categoria n (%)
Coinfeccion en FeLV (n=20) Positivos a Mycoplasma spp. 8 (40)
Edad (afos) Rango 1-7

<4 ailos 5(62,5)
Sexo Machos 5(62,5)
Hembras 3(37.,5)
Estado reproductivo Macho entero 3(37,5)
Macho castrado 1(12,5)

Hembra esterilizada 2 (25)

Hembra entera 1(12,5)

Estilo de vida Acceso exterior (libre/controlado) 7 (87,5)
Interior exclusivo 1(12,5)

Antecedente de pulgas Si 8 (100)
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Signos clinicos

Anemia / alteraciones mucosas

Enfermedad cavidad oral
Vémitos

Letargia

Lesiones / caquexia

Clinicamente sano

2(25)

2(25)
2(25)
1(12,5)

1(12,5)

1(12,5)

La secuenciacion molecular permitio identificar Mycoplasma haemofelis como la especie
predominante, en cinco individuos (62,5%; 5/8), mientras que el restante corresponde a
Candidatus Mycoplasma haematominutum (37,5%; 3/8). Los casos de M. haemofelis se
asociaron principalmente con acceso al exterior y presentaron con mayor frecuencia alteraciones
hematologicas y vomitos (Véase Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas y epidemiologicas de felinos con Mycoplasma haemofelis (n =5).

Variable Categoria n (%)
Estilo de vida Exterior libre 4 (80,0)
Acceso controlado 1 (20,0)
Interior exclusivo 1(20,0)*

Signos clinicos Anemia / mucosas alteradas 2 (40,0)
Vomitos 2 (40,0)

Letargia 1 (20,0)

Enfermedad cavidad oral 1 (20,0)

Lesiones por pelea 1(20,0)

Clinicamente sano 1 (20,0)

Por otra parte, los individuos infectados con Candidatus M. haematominutum mostraron en
mayor proporcion caquexia y lesiones asociadas a peleas, ademas de antecedentes comunes de

acceso al exterior y presencia de pulgas (Veéase Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de felinos con Candidatus Mycoplasma haematominutum (n = 3).

Variable

Categoria

n (%)

Estilo de vida

Antecedente de pulgas

Acceso al exterior

Si

3 (100)

3 (100)
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Signos clinicos Caquexia 2 (66,7)
Lesiones por pelea 2 (66,7)

Anemia / mucosas alteradas 1(33,3)

Letargia 1(33,3)

Sincope y deshidratacion 1(33,3)

Enfermedad cavidad oral 1(33,3)

4. Discusion

En este estudio se realizd la deteccion molecular de Mycoplasma spp. en felinos domésticos
del Distrito Metropolitano de Quito utilizando una PCR anidada para el gen 16S rRNA donde la
micoplasmosis se detect6 en felinos domésticos de un rango de edad amplio, con predominio en
animales jovenes de 1 a 4 afios. Al igual que Ceylan et al. (2024) no se encontrd una relacion
significativa entre la prevalencia de Mycoplasma spp. y la raza o el sexo de los felinos
domésticos (p > 0,05), sin embargo, se coincide parcialmente con Ceylan et al. (2024) y
Valle-Mieles et al. (2024) que observaron que la edad y la condicion de los felinos domésticos
influyeron en la distribucion de la infeccion (p < 0,05), cabe mencionar que tuvo una mayor
prevalencia en machos y felinos domésticos mayores de un afio.

Se determind una prevalencia del 40% (8/20) de coinfeccion por Mycoplasma spp. en
felinos positivos a Leucemia viral felina (FelLV) del Distrito Metropolitano de Quito. Este
porcentaje debe interpretarse en el contexto de la poblacion muestreada, compuesta
exclusivamente por animales previamente diagnosticados con FeLV, lo cual representa un grupo
inmunocomprometido y, por tanto, con mayor susceptibilidad a infecciones oportunistas. En este
sentido, la prevalencia observada no refleja necesariamente la circulacion de hemoplasmas en la
poblacion felina general, sino especificamente en un subgrupo clinicamente vulnerable.

A nivel nacional, la informacion sobre micoplasmosis felina en Ecuador es limitada y se
restringe principalmente a estudios realizados en pequefas poblaciones de felinos domésticos en
ciudades como Guayaquil, Babahoyo, Quito y Galapagos (Levy et al., 2008; Tapia Giler, 2018;
Chiriboga Granja & Mariduefia Zavala, 2023; Diaz et al., 2021; Pizarro Mejia, 2025). Estos
antecedentes confirman la circulacion de estos patdégenos tanto en ambientes urbanos como en
fauna silvestre, lo que sugiere una dindmica epidemioldgica amplia en el pais. Sin embargo, la
mayoria de los estudios nacionales han evaluado poblaciones generales sin discriminar estatus
retroviral, lo que podria explicar prevalencias menores en comparacion con el 40% observado en
el presente estudio.

En comparacion con estudios internacionales, la prevalencia de coinfeccion por
Mycoplasma spp. y Virus de la Leucemia Felina (40%) observada en el presente estudio es
considerablemente superior a la reportada en la mayoria de investigaciones realizadas en otras
regiones. Da Rosa Maciel et al. (2022) sefialan que en Brasil la prevalencia de coinfeccion
Mycoplasma—FeLV ha oscilado entre 1,4% y 9,4% en los ultimos 15 afios, mientras que Demkin
y Kazakov (2021) describieron en Rusia una frecuencia de coinfeccion del 2,2% en gatos
positivos a FeLV. La diferencia observada en el presente estudio debe interpretarse considerando
el disefio muestral y la poblacion evaluada. En varios de estos estudios, la coinfeccion se estimd
sobre poblaciones felinas generales, mientras que en el presente trabajo la muestra estuvo
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compuesta exclusivamente por gatos previamente diagnosticados con FelLV, lo que modifica el
denominador epidemioldgico y puede incrementar la proporcion relativa de Mycoplasma. Sin
embargo, las comparaciones deben realizarse con cautela debido a diferencias metodologicas,
particularmente en los cebadores empleados, las regiones amplificadas del gen 16S rRNA y los
criterios de inclusion clinica de los animales.

Un hallazgo relevante del presente estudio fue la deteccion de secuencias con alta identidad
al género Stenotrophomonas, bacilos gramnegativos no fermentadores (NFGNB) que se
encuentran ubicuamente en ambientes como el suelo, el agua, las rizosferas de las plantas y los
cuerpos de animales y humanos (Rajeev et al., 2025). Aunque el marcador 16S rRNA no
permitid una caracterizacion mas detallada a nivel de especie (de Souza et al., 2025), este
resultado sugiere la posible presencia de coinfecciones bacteriana asociada a animales
inmunosuprimidos. La identificacion de Stenotrophomonas resalta la necesidad de integrar los
hallazgos microbiologicos en un andlisis conjunto, ya que podria tratarse de un agente
oportunista con implicaciones clinicas subestimadas en felinos con FeLV. Este hallazgo abre la
posibilidad de futuras investigaciones orientadas a caracterizar su papel patogénico en la
poblacion felina local.

El analisis molecular realizado en este estudio permitié la identificacion de Mycoplasmas
mediante un enfoque combinado de comparacion de secuencias y reconstruccion filogenética. En
una primera etapa, las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con la base de datos
GenBank mediante BLASTn, lo que reveld altos porcentajes de identidad y cobertura con
secuencias previamente reportadas de Mycoplasma haemofelis y Candidatus Mycoplasma
haematominutum. Estos resultados proporcionaron una identificacion preliminar de las
secuencias obtenidas.

Posteriormente, la reconstruccion filogenética basada en el gen ARNr 16S permiti6 reforzar
esta asignacion taxondmica, ya que las secuencias obtenidas en el presente estudio se agruparon
dentro de los clados correspondientes a dichas especies con altos valores de soporte bootstrap. El
arbol filogenético obtenido en este estudio mostrd tres clados monofiléticos bien definidos
correspondientes a Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haematominutum y
Candidatus Mycoplasma turicensis. Las secuencias generadas en el presente estudio se
agruparon dentro de los clados correspondientes junto con secuencias de referencia obtenidas de
GenBank, lo que confirma la identidad taxonomica de los aislamientos analizados y evidencia su
estrecha relacion evolutiva con cepas previamente reportadas.

Los analisis de distancia genética respaldan esta interpretacion. Las distancias dentro de
grupo (within-group) fueron bajas para las especies de hemoplasmas analizadas, particularmente
para M. haemofelis y Candidatus M. haematominutum, lo que indica una alta similitud genética
entre las secuencias pertenecientes a cada clado. Por el contrario, las distancias entre grupos
(between-group) fueron considerablemente mayores cuando se compararon hemoplasmas felinos
con otros linajes de Mycoplasma asociados a distintos hospedadores, como bovinos, ovinos y
porcinos, evidenciando la divergencia evolutiva entre estos taxones bacterianos. En el presente
analisis, las secuencias asociadas a felinos se agruparon separadamente de aquellas asociadas a
ungulados domeésticos, lo que sugiere que, aunque pertenecen al mismo género bacteriano, estos
organismos han seguido trayectorias evolutivas diferenciadas vinculadas a sus respectivos
hospedadores.

Asimismo, el uso de Tsukamurella spp. como grupo externo permitid establecer
adecuadamente la polarizacion del arbol filogenético, ubicandose basalmente respecto al resto de
los taxones analizados. Esta separacion clara entre el outgroup y el ingroup respalda la
estabilidad de la topologia obtenida y confirma la validez del analisis evolutivo realizado.
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En conjunto, los resultados filogenéticos obtenidos en este estudio no solo confirman la
presencia de Mycoplasma haemofelis y Candidatus Mycoplasma haematominutum en la
poblacion felina analizada, sino que también evidencian la coherencia de las secuencias locales
con los patrones evolutivos descritos para hemoplasmas felinos a nivel global. De esta manera, el
analisis filogenético complementa y fortalece la identificacion molecular basada en similitud de
secuencia, proporcionando un marco evolutivo que permite interpretar la diversidad genética
observada en estos agentes infecciosos.

Los hallazgos en cuanto al estilo de vida desempenan un papel importante dado que se
encontrd un alto porcentaje de felinos domésticos positivos que tenian acceso al exterior o un
acceso controlado, lo que podria favorecer la transmision de la micoplasmosis, apoyando las
observaciones de Melo et al. (2023) sobre la mayor incidencia en animales que conviven en
grupos o tienen contacto frecuente con otros individuos. Los signos clinicos mas predominantes
fueron la anemia y las alteraciones hematologicas, donde se observd anemia en el 90% de los
casos, lo que concuerda con los hallazgos de Valle-Mieles et al. (2024) y Villanueva-Saz et al.
(2023), quienes reportaron la anemia como manifestacion clinica frecuente de infecciones por
Mycoplasma spp.

Por otro lado, no se encontrd una asociacion clara entre la convivencia con otros animales
no mostr6 con la infeccidn, similar a lo descrito por Latrofa et al. (2020) y Berzina et al. (2021),
quienes no encontraron diferencias significativas entre machos y hembras ni entre animales
jovenes y adultos en la prevalencia de micoplasmosis. En conjunto, estos resultados sugieren que
la micoplasmosis afecta tanto a felinos domésticos jovenes como adultos, con mayor frecuencia
en animales que tienen contacto con el exterior, y se manifiesta principalmente mediante
alteraciones hematologicas. Por ende, se refuerza la necesidad de un monitoreo constante de la
poblacioén felina y estrategias de prevencion, especialmente en felinos domésticos con estilos de
vida que favorecen el contacto con otros individuos.

Desde una perspectiva One Health, la deteccion de Mycoplasmas y bacterias oportunistas en
felinos domésticos con acceso al exterior subraya la interconexion entre salud animal, ambiente
y potencial riesgo zoonoético. La convivencia estrecha entre gatos y propietarios, especialmente
en entornos urbanos densamente poblados como el Distrito Metropolitano de Quito, refuerza la
importancia de la vigilancia molecular y del control de vectores como pulgas, considerados
posibles mecanismos de transmision.

El presente estudio presenta algunas limitaciones que deben considerarse al interpretar los
resultados. En primer lugar, el tamafio muestral fue reducido y estuvo restringido a felinos
positivos a FeLV, lo que limita la extrapolacion de los hallazgos a la poblacion felina general. En
segundo lugar, el uso del gen ARNr 16S como unico marcador molecular puede no ofrecer
resolucion suficiente para discriminar especies bacterianas estrechamente relacionadas (de Souza
et al., 2025).

5. Conclusiones

El presente estudio permitié6 confirmar la presencia de Mycoplasma spp. en felinos
domésticos infectados con Leucemia Viral Felina (FelLV) del Distrito Metropolitano de Quito
mediante técnicas de epidemiologia molecular, cumpliendo el objetivo de detectar
molecularmente este agente en la poblacion felina evaluada. Mediante el analisis molecular del
gen 16S rRNA se identificd la presencia de Candidatus Mycoplasma haematominutum y
Mycoplasma haemofelis, siendo esta ultima la especie mas frecuente en los felinos domésticos
infectados con FeLV incluidos en el estudio.
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Estos resultados evidencian que factores como el acceso no supervisado al exterior
desempefian un papel relevante en la dindmica de transmision de Mycoplasma spp. Asimismo, se
destaca la alta frecuencia de anemia como alteracion hematologica, la cual podria ser detectada y
tratada oportunamente mediante la realizacién de un hemograma, contribuyendo a evitar que los
felinos coinfectados con FelLV y micoplasmosis presenten un agravamiento de su estado de
inmunosupresion y una evolucion clinica mas desfavorable de la enfermedad.

Es fundamental resaltar la necesidad de implementar estrategias de vigilancia y prevencion
en la poblacion felina doméstica del Distrito Metropolitano de Quito, incluyendo la deteccion de
Mycoplasma spp. en la préctica clinica rutinaria, especialmente en felinos positivos a Fell 'y,
con mayor énfasis, en animales donadores de sangre. Asimismo, se recomienda el control
periddico de ectoparasitos con el fin de prevenir la transmision a través de vectores, asi como la
reduccién, en la medida de lo posible, del acceso no supervisado al exterior, disminuyendo de
esta manera la exposicion de los felinos a potenciales fuentes de contagio.

Adicionalmente, futuros estudios deberian ampliar el tamafio de muestra y considerar
poblaciones felinas de diferentes regiones del pais con el objetivo de comprender mejor la
epidemiologia de los Mycoplasmas felinos en Ecuador. Asimismo, seria relevante evaluar la
dindmica de coinfeccién con FeLV, asi como analizar la diversidad genética de los Mycoplasmas
circulantes mediante estudios moleculares y filogenéticos méas amplios que permitan comprender
su variabilidad y posibles implicaciones clinicas.

De manera complementaria, es imprescindible promover la sensibilizacion no solo del
personal médico veterinario, sino también de los profesionales de la salud humana, con el fin de
evitar la estigmatizacion del felino doméstico como reservorio o transmisor de enfermedades. En
este contexto, resulta fundamental fomentar una vision integral de Una Sola Salud (One Health)
reconociendo que los felinos domésticos requleren proteccion, atencidon sanitaria y manejo
responsable, al igual que cualquier otro ser vivo.
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