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Case Report

Bir Kedide Mycoplasma haemofelis Enfeksiyonu ve Etkenin
Taramali Elektron Mikroskopi ile Goriintiilenmesi
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Ozet

Bu olgu sunumunda, bir kedide Mycoplasma haemofelis enfeksiyonunun ve elektron mikroskopik gortintiilenmesinin degerlendirilmesi
amaglandi. Olgunun materyalini istahsizlik, halsizlik, dehidrasyon sikayeti olan, 3 yasl, erkek, sarman kedi olusturdu. Kedinin yapilan
klinik muayenesinde siddetli dehidrasyon, apati, tasipne, kalpte Ufiirim, tasikardi ve beden isisinin 38.2°C oldugu belirlendi. Kan
orneklerinin sitolojik degerlendirilmesi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile Mycoplasma haemofelis tanisi kondu ve taramali elektron
mikroskobi ile gériintiilendi. Sagaltim amaciyla oral yolla 14 giin siireyle 10 mg/kg/gtin dozunda doksisiklin (Tetradox kapsiil, Fako®)
kullanildi. Sagaltim sonucunda kedinin klinik durumunun diizeldigi, kan frotisinde etkenlerin sayisinin azaldigi, kan hemogram ve
serum biyokimyasal degerlerinin normale dondtgu belirlendi. Yapilan literatiir arastirmasina gore tlkemizde Mycoplasma haemofelis
ile dogal enfekte bir kedide etkenin taramali elektron mikroskopi (TEM) yontemiyle gorintilenmesi ilk kez gerceklestirildi.

Anahtar sozciikler: Mycoplasma haemofelis, Taramali elektron mikroskop, Doksisiklin

Mycoplasma haemofelis Infection and Imaging of
Mycoplasma haemofelis Using Scanning Electron Microscopy in a Cat

Abstract

In this case report was aimed to the evaluation of Mycoplasma haemofelis infection and electron microscopic imaging in a cat. The
material of present case was included a cat, three years old, male, referred to a history of anorexia, lethargy and dehydration. Clinically
were defined dehydration, apathy, tachypnea, 38.2°C body temperature, murmur and tachycardia at the auscultation of heart.
Mycoplasma haemofelis was detected at the peripheral smear and using PCR assay, and viewed with scanning electron microscopy. The
patient was treated with doxycycline (Tetradox kapsiil, Fako®) at a dose of 10 mg/kg/day orally for 14 days. The clinical condition of the
cat was improved after treatment, which reduced the number of Mycoplasma haemofelis in blood smears, hematological and serum
biochemical values were determined to be normal. To the best of authors’ knowledge, this case reports the first imaging of scanning
electron microscopy of Mycoplasma haemofelis in cats that are naturally infected in Turkey.
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GiRiS

Hemotropik mikoplazmalar eritrosit ylizeyinde bulunan,
kiltirG yapilamayan, gram negatif, obligat ve bakteri duvari
olmayan mikroorganizmalardir. Pek ¢cok memeli tiiriinde
tespit edilen mikroorganizmalar kedilerde infeksiy6z anemi-
ye sebep olmaktadir "=, Son yillarda anemili insanlarda
da belirlenmesi nedeniyle zoonotik potansiyeli oldugu
bildirilmektedir “. Kedilerde, “Mycoplasma haemofelis”
“Candidatus Mycoplasma haemominutum” ve “Candidatus
Mycoplasma turicensis” olmak tzere Ug tur olup ' bunlarin
en patojeni Mycoplasma haemofelis‘tir 17,

Komplikasyon gelismeyen hastalarin ¢cogu uygun
antibiyotik sagaltimi ile iyilesmekte © fakat tasiyici olarak
kalabilmektedir . Mycoplasma haemofelis sagaltiminda
genellikle tetrasiklin ve tirevi ilaglarin kullaniimasinin yani
sira yan etkisinin az olmasi nedeniyle doksisiklin daha ¢ok
tercih edilmektedir. Doksisiklin oral yolla 1-3 mg/kg dozda
21 giin veya 10 mg/kg dozda 24 saate bir 14 glin sureyle
kullanilmaktadir ®.

Hastaligin tanisi klinik ve hematolojik bulgularla birlikte,
stirme kan preparatlarinda eritrosit ylzeylerinde organiz-
malarin gorilmesiyle ya da polimeraz zincir reaksiyonu
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(PZR) ile konulabilmektedir °. Bunlarin yani sira Mycoplasma
haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum ve
Candidatus Mycoplasma turicensis'in TEM ve gecirimli
elektron mikroskopi yontemleriyle goriuntilenmeleri
ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi tanida oldukca
onemlidir 21",

Kedilerde hemotropik mikoplazmalarin morfolojik
gorinumleri ile ilgili diinyada ¢ok az sayida kaynak olmasi
ve bu olgu ile tlkemizde Mycoplasma haemofelis'in ilk kez
TEM yontemiyle goriintilenmesi nedeniyle bu olgunun
sunulmasi amaclandi.

OLGUNUN TANIMI

Bu olgunun materyalini istahsizlik, halsizlik, dehidrasyon
sikayeti olan, 3 yasl, erkek, sarman kedi olusturdu. Kedide
bir haftadir istahsizlik, halsizlik, cevreye karsi ilgisizlik
oldugu ve hizli bir sekilde kilo kaybettigi, zaman zaman
diger kedilerle kavga neticesinde yiiz ve boynunda apseler
olustugu ogrenildi.

Kedinin rutin klinik muayeneleri yapilarak, sagaltim
oncesi ve sonrasl hematolojik-molekiler muayeneler icin V.
cephalica antebrachiiden etilen diamin tetra asetat’li (EDTA)
ve serum tlplerine kan ornekleri alindi. Tam kan sayimi
(Mindray BC 2800°, Cin) ve serum glukoz, total bilirubin,
kan dre nitrojen (BUN), kreatinin ve alanin aminotransferaz
(ALT) degerleri (Fuji Dri-Chem NX500, Japan) o¢lculda.
Tam kan Ornegi FelLV ve FIV enfeksiyonlari agisindan
(Anigen Rapid FIV Ab/FelV Ag Test Kit®, Korea) test edildi.
Hemotropic Mycoplasma spp. belirlemek amaciyla EDTA'h
kan ornekleri PZR metodu ile degerlendirildi. Periferal
kandan yapilan siirme preparat Giemsa boyama yontemi
ile boyanarak immersiyon objektifle 151k mikroskobunda
incelendi. EDTA'l kan 6rneklerinden DNA analizi igin stan-
dart fenol-kloroform ekstraksiyon metodu kullanildi 1123,
M. haemofelis ile Candidatus M. haemominutum’un 16S
rRNA bdlgesinden sirasiyla 170 baz cifti (bp) ve 193 bp'lik
bolgeleri ¢cogaltan 5- ACG AAA GTC TGA TGG AGC AAT
A-3’ forward primer ve 5- ACG CCC AAT AAA TCC GRA
TAA T-3' reverse primerler kullanilarak PZR reaksiyonu
kuruldu.

PZR reaksiyonunda Jensen ve ark.'¥ tarafindan gelis-
tirilen metod kullanildi. EDTA'll kan 6rnekleri 5x10° eritrosit
olacak sekilde kan serum fizyolojik ile sulandirilarak, 1/3
oraninda fosfat tampon sollisyonu ile (pH 7.4) karistirildi
ve 4.000 devirde 10 dk santriflij edildi. Eritrositler fosfat
tampon soliisyonu ile yikanarak %1.25'lik gluteraldehit
solisyonu ile iyice homojenize edilerek 2 saat beklendikten
sonra lamel Uzerine yayma yapilarak kurutuldu. Tespiti
yapilan frotiler TEM (Leo 440 Computer Controlled Digital)
yontemiyle incelendi.

Kedinin klinik muayenesinde apati, dehidrasyon,
tasipne, kalbin oskiiltasyonunda Gfiirim, tasikardi saptandi

ve beden isisinin 38.2°C oldugu belirlendi. Kedinin sagaltim
oncesi ve sonrasi hematolojik ve biyokimyasal degerleri
Tablo 1'de gosterildi. FeLV ve FIV test sonucunun negatif
oldugu tespit edildi. Kan frotisinin mikroskobik muaye-
nesinde eritrosit ylzeyinde Mycoplasma spp. etkenleri
belirlendi ve Howell Jolley cisimciklerinin sayisinin arttigi
gozlendi. Hastanin periferal kaninda PZR'da Mycoplasma
haemofelis'e ait 16S rRNA gen amplifiye Grtnlerinin 9%2'lik
agaroz jel elektroforezinde 170 bmp'de band goriilmesi ile
(Sekil 1) Mycoplasma haemofelis belirlendi.

Taramali elektron mikroskobik goriintiide Mycoplasma
haemofelis eritrosit membraninda fasulye, oval veya
yuvarlak sekillerde ve yaklasik 0.5 pm ¢apinda belirlendi
(Sekil 2).

Hasta %5 dektroz (50 ml/gin, s.c.), NaCl izotonik
(100 ml/giin s.c.), Fe ve B,, vitamini 0.5 ml s.c. (Ferdex B,,,
Provet®) 5 gln ve doksisiklin (Tetradox kapsil, Fako®)
10 mg/kg/gin oral dozunda 14 gin sireyle sagaltim
uygulandi.

Hastanin, sagaltimdan 14 giin sonra yapilan klinik
muayenesinde istahinin normale déndigu, cevresine karsi
ilgisinin arttigi ve dehidrasyon durumunun diizeldigi, kan
frotisinde ise etkenlerin sayisinin azaldigi ancak kaybol-
madig1 gozlendi. Kan hemogram ve serum biyokimyasal
degerlerinin referans sinirlar icinde oldugu belirlendi.

Tablo1. Mycoplasma haemofelis ile enfekte kedinin sagaltim dncesi ve
sonrasi hematolojik ve biyokimyasal degerleri

Table 1. Hematological and serum biochemical parameters of cat with
Mycoplasma haemofelis before and after the treatment

Parametreler Sagaltim Oncesi Sagaltim Sonrasi
WBC (x 10°/pl) 6.7 8.4
Lenfosit (%) 70.3 45.1
Monosit (%) 3.1 4.8
Grandulosit (%) 26.6 50.1
Eozinofil (%) 10.8 2.0
PLT (x 10%/pl) 40 182
RBC (x 10°/pl) 263 5.76
HGB (g/dl) 5.5 11.7
HCT (%) 14.1 30.5
MCV (fL) 53.8 53.0
MCH (pg) 20.9 203
MCHC (g/dl) 39 383
RDW (%) 20.9 17.3
BUN (mg/dl) 118 254
Kreatinin (mg/dl) 4.6 0.9
ALT (U/L) 134 57
Total Bilirubin (mg/dl) 1 0.2
Glukoz (mg/dl) 86 97
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Sekil 2. Mycoplasma haemofelis etkeninin taramali elektron
mikroskopik gortiniimu (ok)

Fig 2. Scanning electron microscopy image of Mycoplasma
haemofelis (arrow)

TARTISMA ve SONUC

Hemotropik mikoplazmalara 4-6 yasin altindaki, zayif,
anemik, kavga yaralanmasi ve/veya apsesi olan, rota viris
enfeksiyonlu, immun supresyonu bulunan, FelV pozitif
veya FelV'e karsi agilanmamis, disariyla ve cok sayida kedi
ile temas halinde olan kedilerde yakalanma riskinin yiksek
oldugu bildirilmektedir ©'>'¢, Bu vaka da 3 yash, erkek,
kavga apseleri olan ve ev disina cikabilen bir kedi olmasiyla
bildirimlerle uyumludur.

Mycoplasma haemofelis ile enfekte kedilerde yaygin
olarak depresyon, istahsizlik ve dehidrasyon gelistigi bazi
kedilerde zayiflama gorildigl, anemi nedeniyle, gligsliz-
Ik, mukozalarda solgunluk, tasipne, tasikardi ve eger
enfeksiyon akut ve siddetli seyrediyorsa nadir de olsa sinirsel
semptomlar ve bayllma gibi belirtilerin ortaya ¢ikabilecegi
bildirilmektedir. Fiziksel muayenede siplenomegali, kardiyak
uftiriim, sarilik, bazi kedilerde ates, terminal dénemde ise
hipotermi gelisebildigi de belirtiimektedir *. Bu olguda da

Sekil 1. Kedi periferal kaninda Polimeraz Zincir Reaksiyo-
nununa bagli olarak Mycoplasma haemofelis (170 bp)ten
elde edilen DNA gen amplifiye Urlinlerini gosteren Ethidium
bromideile boyanmis %2'lik agarozjel elektroforez goriintiisu.
M. 100bp’lik DNA cetveli, 1. Mycoplasma haemofelis pozitif
kontrol, 2. Candidatus Mycoplasma haemominitum (193 bp)
pozitif kontrol, 3. Mycoplasma haemofelis 6rnek, 4. Negatif
kontrol (serum fizyolojik)

Fig 1. Ethidium bromide-stained agarose gel (2%) electro-
pherogram demonstrating amplified DNA gene products
obtained from Mycoplasma haemofelis (170 bp) using
polymerase chain reaction from peripheral blood of cat.
M. 100 bp DNA ladder. 1. Mycoplasma haemofelis positive
control. 2. Candidatus Mycoplasma haemominutum (193 bp)
positive control, 3. Mycoplasma haemofelis positive samples,
4. Negative control (isotonic saline)

apati, istahsizlik, siddetli dehidrasyon ve kilo kaybi, anemi,
mukozalarda solgunluk, tasikardi ve kardiyak Gftrim
belirlenmis olmasi bildirimlerle uyumludur.

Hastalarda genellikle makrositik-normokromik anemi
saptandigi ®'7, Mycoplasma haemofelis ile enfekte kedi-
lerde rejeneratif makrositik hipokromik hemolitik anemi
gozlendigi ¥ ve hastaligin baslangicinda dolasimda
fazla miktarda parazitli eritrositin bulundugu olgu-
larda hematokrit degerinin dustigu bildirilmektedir ®.
Messick [, kopeklerde Mycoplasma haemocanis'te nadi-
ren de olsa trombositopeni gozlenebilecedini, ayrica
Aslan ve ark.”?™ bir kedide haemobartonellozis olgusunda
trombositopeni tespit ettiklerini bildirmislerdir. Hemato-
lojik muayenede; anizositozis, makrositik normokromik
anemi, trombositopeni, hemoglobinemi, neutropeni,
hematokrit degerde dislis gorilmesi bildirimlerle uyum-
ludur. Klinik bulgularin siddeti ve hematokrit degerin
disukligl goz 6nine alindiginda enfeksiyonun akut
formda oldugu disinilImustir.
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Mycoplasma haemofelis ile enfekte kedilerde kan
serumunda hepatik enzim diizeylerinde hafif artis, total
serum proteini ® ve bilirubin seviyesinde de artis olabi-
lecegi bildirilmektedir ?". Ural 2 kedilerin sagaltim Oncesi
ortalama ALT, total bilirubin, total protein degeri ile
sagaltim sonrasi ALT, total bilirubin, total protein degeri
arasindaki farki istatistiksel olarak 6nemli bulmus, AST,
glukoz, kreatinin, tre ve GGT degerleri arasinda anlamli
bir fark tespit etmemistir. Bu olguda ise serum BUN ve
kreatinin degerlerindeki artisin siddetli dehidrasyondan,
total bilirubin degerlerindeki artisin ise ekstra vaskuler
hemolizden kaynaklandigi distintlmektedir.

Deneysel olarak yapilan bir calismada kedilerde
Candidatus Mycoplasma haemominutum ve Candidatus
Mycoplasma turicensis etkenlerinin ylksek ¢oztnurlikla
TEM'de eritrositlerin ylizeyinde, 0.3 um capinda ve
Mycoplasma haemofelis etkenlerinin ise 0.5 um capinda
ve disk seklinde olduklari bildirilmektedir "2, Bu olguda
da Mycoplasma haemofelis etkenlerinin eritrosit ylizeyinde
fasulye, oval veya yuvarlak sekillerde ve yaklasik 0.5 um
olarak belirlenmis olmasi bildirimlerle uyumludur.

Sonug olarak, degerlendirilen olgunun Mycoplasma
haemofelis oldugu PZR ydntemiyle belirlendi ve 2 hafta
siire ile doksisiklin sagaltimi uygulanarak klinik bulgularin
normale dondiigi ancak etkenin tamamen yok edilmesi
icin yeterli olmadigi gorildu. Ayrica Mycoplasma haemofelis
ile dogal enfekte bir kedide TEM yontemiyle eritrosit
yuzeyindeki goriinimui ilk kez belirlendi.
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