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RESUMEN

Determinacion de Mycoplasma haemocanis en sangre de caninos de
Culiacan, Sinaloa, México.

NOYRA CRISTINA CORONA SOTO

Los hemoplasmas son parasitos que se alojan en la superficie de los eritrocitos,
pudiendo infectar solo o en co-infeccion con otros parasitos, afectando asi el
estado de salud del animal. Con el objetivo de determinar la presencia de
Mycoplasma haemocanis (Mhc) en sangre de caninos de Culiacan, Sinaloa; se
muestrearon 59 perros obteniendo sangre total. Los andlisis de las muestras
fueron por frotis sanguineo y por PCR con el gen 16S ARNr, se obtuvieron las
secuencias y se realizd el analisis In Silico en el programa Blastn. De los frotis
analizados por morfologia se obtuvieron 13 muestras positivas a Mycoplasma
spp.. Del proceso de PCR para la identificaciébn con los iniciadores especificos a
Mhc, 3 muestras amplificaron una banda de alrededor de 300 pb; de estos
productos la secuencia fue de 58pb y el analisis In Silico tuvo una homologia del
93.94%. Por lo cual se determina la presencia de Mycoplasma haemocanis en

sangre de caninos de la ciudad de Culiacan.

Palabras claves: Mycoplasma haemocanis, Micoplasmas hemotrépicos, perros,

Hemoplasmas.
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ABSTRACT

Determination of Mycoplasma haemocanis in canine blood from Culiacan,
Sinaloa, México.

NOYRA CRISTINA CORONA SOTO

Haemoplasmas are erythrocytes parasites, which might infect the cells alone or co-
infecting with other parasites, thus affecting status health of the animal. The aim of
this study is to determine presence of Mycoplasma haemocanis (Mhc) in canine
blood from Culiacan, Sinaloa; 59 dogs were sample getting complete blood. The
analysis of the samples was by blood smear and PCR with 16S rRNA gene,
sequences were achieve and In Silico analysis was get by Blastn program. Of
blood smears analyzed by morphology, 13 positive samples to Mycoplasma spp.
were found. From PCR process to identify Mhc-specific initiators, 3 samples
amplified a nearby 300 bp band, the sequence obtained by these products was 58
bp, In Silico analysis had a 93.94% homology. Whereby presence of Mhc in blood

of canines from Culiacan city is determined.

Keywords:  Mycoplasma  haemocanis, = Haemobartonella, = Haemotropic

Mycoplasma, dogs, Haemoplasmas.
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|. INTRODUCCION

Mycoplasma haemocanis (Mhc) es el agente etiologico de Ila
hemoplasmosis en los perros (Kemming et al., 2004). La primera descripcion de
este parasito fue en eritrocitos de gatos anémicos, hecha por Flint y Moss en 1953
en Estados Unidos de Norteamérica; sin embargo, los casos ocasionales de
hemoplasmosis en perros fueron reconocidos en 1935 (Messick, 2003). Los
hemoplasmas son bacterias Gram-negativas de tamafio pequefo, pleomorficas y
sin pared celular, que no crecen in vitro, detectadas en la sangre de varios
mamiferos, se replica por fision binaria y se desconoce su ciclo de vida; una
caracteristica para Mhc es su distincion al formar cadenas con mayor frecuencia
en la superficie de los eritrocitos (Soto et al., 2017, Mazaheri et al., 2014; Messick,
2004). Dependen estrictamente de las células del hospedador, pueden llegar a
infectar a varias especies de animales (Leite et al., 2016). En perros se describen
dos especies: Mycoplasma haemocanis (Mhc) y Candidatus Mycoplasma
haematoparvum (CMhp) (Soto et al., 2017). Las infecciones por hemoplasmas
usualmente son desde una anemia severa a una enfermedad crénica y oculta sin
signos clinicos (Maggi et al., 2013; Biondo et al., 2009). Los animales que
generalmente se infectan por la forma oculta, se convierten en portadores y
fuentes de infeccion (Mazaheri et al., 2014). La observacion microscépica de la
bacteria en los frotis sanguineos tefiidos con Romanoswsky, incluidos Giemsa,
Wright y Wright-Giemsa, es el método mas comun para detectar micoplasmas, sin
embargo, este método tiene una alta tasa de obtener resultados falsos positivos; el
meétodo por PCR es un diagnéstico altamente sensible, mostrando resultados mas
confiables (Mazaheri et al., 2014). El estudio de Mhc se basa en la secuencia del
gen de 16S ARNI, la cual fue base para su reclasificacion al género Mycoplasma
(Lira-Amaya et al., 2015; Mazaheri et al., 2014), con una identidad del 99%
comparada con M. haemofelis, haciendo alusion que son el mismo organismo el
cual infecta diferentes especies animales, pero al mostrar menor identidad con
otros genes, indica que son especies diferentes (Guimaraes et al., 2014; Tartara et
al., 2013; Cruz, 2005). ElI genoma descrito para Mhc es la cepa lllinois con un
cromosoma circular completo de un tamafo de 919, 992 pb (do Nascimento et al.,



2012). Mhc ha sido descrita en el mundo (Leite et al.,, 2016) y presenta una
ocurrencia entre el 1.2% y 44.7%, con una tasa de coinfeccién del 0.5% - 2.6%
con otros hemoparasitos (Soto et al., 2017). En un estudio realizado en el estado
de Morelos, México, se observé a Mhc en muestras analizadas por PCR en sangre
de perro (Lira-Amaya et al., 2015). No se conoce con exactitud la transmision
natural al perro (Soto et al., 2017), sin embargo, se puede transmitir
principalmente por artrépodos hematofagos, donde las garrapatas son el vector
principal de M. haemocanis entre los perros (Messick, 2003). Sin embargo no ha
sido definido claramente como causa de la enfermedad en humanos, pero al ser
un patégeno zoondtico emergente puede plantear un problema de salud publica.
El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de Mycoplasma

haemocanis en sangre de caninos de Culiacéan, Sinaloa, México.



ll. REVISION DE LITERATURA

2. 1. Historia de los hemoplasmas

Por primera vez en Alemania en 1928, fueron observados micoplasmas
hemotropicos en ratones y en perros; y se reportaron de manera oficial en 1930 en
cerdos de Estados Unidos e identificada en ganado en 1941 (Mazaheri et al.,
2014). En 1934 se realizé la primera aparicion documentada de micoplasmas
hemotropicos en perros (Chalker, 2005), presentando casos esporadicos en
perros desde 1935, en Estados Unidos. En 1942, Clark informé la infeccion por
micoplasmosis en sangre de un gato anémico en Sudafrica. Flit y Moss informaron
en 1953 un microorganismo que causaba anemia infecciosa en los gatos de
Estados Unidos. En 1955 Flint y Mckelvie sugieren el nombre de Haemobartonella
felis, referente a la micoplasmosis hemotrépica en gatos. En 1959 se describe una
infeccion causante de anemia en perros por micoplasmas hemotrépicos (Messick,
2004). Alrededor del afio 2000 se seguia nombrando por el término
Haemobartonella spp al patégeno, llamandolo actualmente como micoplasmas
hemotrépicos o hemoplasmas (Mazaheri et al., 2014; Messick, 2003).

2. 2. Reclasificacion de Haemobartonella spp. al género Mycoplasma spp.

En 1997 se informa por primera vez las secuencias del 16S ARNr de
Haemobartonella spp mediante PCR, comparando la secuencia con unas de
bacterias conocidas, mostrando poca similitud con la de otros organismos
rickettsiales, indicando una estrecha relacibn con Mycoplasma spp (Messick,
2004; 2003). El género Mycoplasma se reclasifico con base en las secuencias del
gen 16S ARN ribosomal (Lira-Amaya et al., 2015). Estas bacterias hemotrépicas
se clasificaron como miembros de la familia Anaplasmataceae del orden
Rickettsiales (Cruz, 2005; Kenny et al., 2004; Neimark et al., 2002). Esta
organizacion se bas0 en su pequefio tamafio, propiedad de tincion de Gram
negativa y aparente parasitismo obligado de los glébulos rojos (Messick, 2003). La
supuesta transmision de especies de Haemobartonella por artropodos
hemat6fagos, también estaba en relacion con su clasificacion rickettsial; sin

embargo, existe la sospecha de que estos parasitos estan estrechamente
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relacionados con los organismos micoplasmaticos; esto se basaba principalmente
en su falta de pared celular y flagelos (Cruz, 2005; Messick, 2003). Los genes de
las especies Haemobartonella tienen poca similitud de secuencias del gen 16S
ARNr de organismos rickettsiales; estan mas estrechamente relacionados con
parasitos sin paredes celulares de la clase Mollicutes (piel: suave) (Messick et al.,
2004; Messick, 2003; Neimark et al., 2002). Sobre la base de su relacidon
molecular y caracteristicas fenotipicas (tamafio pequefio de la bacteria y su
genoma, falta de pared celular y flagelos, resistencia a la penicilina y sus
analogos, y susceptibilidad a la tetraciclina) (Neimark et al., 2002). Los géneros
Haemobartonella fueron eliminados de la orden Rickettsiales, colocandolos en la
clase Mollicutes, donde definen un nuevo grupo de parasitos de glébulos rojos en
el género Mycoplasma (Guimaraes et al., 2014; Suarez, 2011; Messick, 2003). Los
nombres de los parasitos que infectan al gato y al perro cambiaron; el aislante de
Ohio (forma grande) de H. felis del gato y H. canis del perro se transfirieron al
género Mycoplasma como Mycoplasma haemofelis y Mycoplasma haemocanis,
respectivamente. Por el contrario, el aislado de California (forma pequefia) de H.
felis del gato se designé Candidatus M. haemominutum (Messick, 2003; Neimark
et al., 2002). La designacion de Candidatus se agregd aquellos hemoplasmas que
fueron descritos recientemente e incompletos (Messick, 2004; 2003). El nombre de
hemoplasmas o micoplasmas hemotrépicos se le design6 a este nuevo grupo de
micoplasmas que se dirigen a los glébulos rojos (Mazaheri et al., 2014), separando
el género Mycoplasma en dos grupos, el de neumonia (micoplasmas de mucosas)
y el de los hemoplasmas, debido a las diferencia en caracteristicas filogenéticas y
propiedades biolégicas especificas (Grazziotin, 2011; Peters et al., 2008; Messick,

2004; 2003). En el siguiente cuadro se muestra la clasificacion de la bacteria:



Cuadro 1. Clasificacion cientifica de los hemoplasmas caninos (Suaréz, 2011).

CLASIFICACION MICROORGANISMO

Reino Bacteria

Filo Tenericutes

Clase Mollicutes

Orden Mycoplasmateles

Familia Mycoplasmataceae

Género Mycoplasma Candidatus Mycoplasma
Especie haemocanis haematoparvum

2. 3. Caracteristicas de los hemoplasmas

Los micoplasmas son pertenecientes a la Clase Mollicute y se caracterizan
por carecer de pared celular o precursores quimicos del peptidoglucano,
presentando formas pleomdrficas; la familia Mycoplasmataceae requiere de
colesterol para su crecimiento, algunos hidrolizan urea, oxidan &cidos grasos de
cadenas cortas a través de la beta-oxidasa o degradan azlcares durante sus
procesos glucoliticos (Rivera-Tapia et al., 2001). Los micoplasmas hemotropicos
no se han cultivado in vitro y sus caracteristicas ultraestructurales no son tipicas
de las bacterias, falta de pared celular, falta de flagelos, resistencia a la penicilina
y sus analogos, y susceptibilidad a las tetraciclinas, llegan a tener un tamafio
aproximado de 0.3-0.8 ym y pasan facilmente por membranas de 450 y 300 nm
(Chalker, 2005; Messick, 2004). Los micoplasmas hemotrdpicos contienen ARN y
ADN circular bicatenario que incluye la informacioén necesaria para la sintesis de
proteinas esenciales, se replican mediante fision binaria intracitoplasmatica y se
desconoce su ciclo de vida (Pérez e Iglesias, 2017; Ortiz et al., 2015; Mazaheri et
al.,, 2014). Dentro de sus caracteristicas morfolégicas se pueden observar
mediante luz como organismos redondos o alargados de 0.3 a 3um de didametro, y
encerrados por una Unica membrana limitante, sin nucleo, con pequefios granulos
y algunas estructuras filamentosas en el citoplasma; se adhieren a los eritrocitos
sin penetrarlos, encontrandolos en depresiones superficiales e inflorescencias

profundas en las superficie, con una zona despejada de 15 a 25 nm entre la



bacteria y el eritrocito, sus fimbrias delgadas de la bacteria parecen extenderse a
través de esta zona clara, uniéndose asi al eritrocito; aunque por sus
caracteristicas les permite infestar a los eritrocitos, también pueden infestar los
tejidos reproductivos, una manifestacion importante de infeccidn crénicas
(Mazaheri et al., 2014; Messick, 2004).

2. 4 Caracteristicas morfolégicas y moleculares de Mycoplasma haemocanis

Son pequefias bacterias pleomdérficas que parasitan los glébulos rojos de
una amplia gama de animales vertebrados, con un genoma tan pequefio de 745
kb, son organismos Gram-negativas (Mazaheri et al., 2014; Messick, 2004). Las
caracteristicas morfolégicas de Mhc se distinguen por formar cadenas con mayor
frecuencia (Pérez e Iglesias, 2017), se presentan en forma de varilla, esféricas o
en forma de anillo y se encuentran individualmente o en cadenas a través de la
superficie de los glébulos rojos (Figura 1) (Mazaheri et al., 2014; Messick, 2004).
El ADN de esta especie se extrajo de perros con bacteriemia (Mazaheri et al.,
2014). Cruz (2005) menciona que el gen 16S ARNr de Mycoplasma haemocanis
es homologo en un 99% con Mycoplasma haemofelis, incluso en algunos aislados
de esta bacteria son mas similares a Mycoplasma haemocanis, por lo que se
alude a que son el mismo organismo infectando a diferentes especies animales,
sin embargo otros genes mostraron menor identidad, lo que sugiere que son

especies diferentes (Guimaraes et al., 2014; Tartara et al., 2013; Cruz, 2005).



Figura 1. Mycoplasma haemocanis en la superficie de los eritrocitos (coloracién:
Diff-Quick, x1000) (Beaufils, 2012).

2.4.1. Genomay secuencias descritas de Mycoplasma haemocanis

El genoma descrito para Mycoplasma haemocanis cepa lllinois se
encuentra en GenBank con nimero de acceso CP003199. La secuencia tiene 15,
700, 000 millones de pares de bases lectura filtrada de alta calidad con una
longitud de lectura promedio de 2,100 nucleétidos y una cobertura equivalente a
3,400 genomas; el cromosoma circular completo tiene un tamafo de 919,992 pb y
un contenido de G+C del 35%, caracteristicas genémicas compatibles con otras
especies de hemoplasmas secuenciadas; Mycoplasma haemocanis utiliza el
coddn de parada opal (UGA) para triptéfano. Los genes 16S, 23S y 5S ARNr estan
presentes como copias individuales y comparten el mismo operdn. La notacion del
genoma sugiere la presencia de 1,157 secuencias de codificacién de proteinas
pronosticadas (CDS) 31 ARN t; la mayoria de los CDS estan representados como
proteinas hipotéticas (76%), que podrian estar relacionados con un gran repertorio
de genes paralogos; mediante la recombinacion de estos genes, Mhc puede variar
sus antigenos de superficie para evadir con éxito el sistema inmune del huésped.
Como se sugiri6 para otros hemoplasmas, es probable que Mhc aproveche el

metabolismo de los glébulos rojos al eliminar los nutrientes, lo que conduce a una



disminucién de la vida util de los glébulos rojos y agravar la anemia durante la

enfermedad aguda (do Nascimento et al., 2012).

Las secuencias descritas para Mycoplasma haemocanis con los genes 16S,
23S y 5S, de las cuales encuentran reportadas en GenBank, solo dos presentan
una secuencia completa, que son: Mycoplasma haemocanis cepa lllinois gen 23S
ARNr con 2,898 pb, con numero de acceso: NR _076944.1 y Mycoplasma
haemocanis str. lllinois cepa lllinois gen 5S ARNr con 114 pb, con numero de
acceso: NR _075963.1; las secuencias descritas con el gen 16S, fueron de
secuencias parciales y una en conjunto con el gen 23S con nimero de acceso:
KJ858514.1. (GenBank, 2019).

2. 5. Patogenicidad de los hemoplasmas

Los hemoplasmas afectan principalmente a los animales (Messick, 2004).
Estas bacterias no se encuentran en el ambiente y se transmite principalmente por
artropodos infectados; los hemoplasmas al perder su pared celular y sistemas
biosintéticos durante su evolucion, solo parte de su genoma es importante al
proporcionar caracteristicas de transcripcion, traduccion y sintesis de proteinas,
conteniendo una molécula de ADN circular de doble cadena con la informacién
que necesita para la sintesis de proteinas esenciales; estos pueden contener
genes especificos que lo protegen contra el estrés oxidativo y aumentar la
biosintesis de aminoacidos en un microorganismo (Mazaheri et al., 2014; Messick,
2004). Los hemoplasmas parasitan los eritrocitos por medio de adhesinas, lo cual
conduce a pérdida de colesterol y fosfolipidos que alteran su osmolaridad y
morfologia (Ortiz et al.,, 2015). La vida media de los eritrocitos infestados se
reduce, debido a la destruccién y eliminacién temporal en la circulacién durante el
secuestro por el sistema fagocitico mononuclear, en especial por el bazo; el dafio
de los hemoplasmas realizado a la superficie de los eritrocitos de manera
mecanica, afecta directo a la membrana por las erosiones de la superficie,
alterando las concentraciones de lipidos para aumentar la fragilidad de la
membrana y que surja un rompimiento de esta, de igual forma provocando

hemolisis intravascular (respuesta inmune directa) o extravascular (fagocitosis en
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bazo) (Barker y Tasker, 2013). Algunos de los mecanismos mencionados sobre
patogenicidad de los hemoplasmas son: produccion de radicales libres para el
dafio de la membrana celular en el huésped, agotamiento de nutrientes, liberacion
de precursores biosintéticos provenientes de la célula dafada, alteracion del
sistema inmunoldgico por provocar auto anticuerpos, codificacion de antigenos
que se unen a las principales moléculas del MHC (complejo mayor de
histocompatibilidad), estimulando a un gran namero de linfocitos, activacion de
linfocitos, produccion de citocinas inflamatorias, proteinas que ayudan a la union
de la bacteria a la membrana de la célula (Mazaheri et al., 2014; Messick, 2004).
Con la capacidad de establecer infecciones cronicas, falla de la respuesta inmune
del hospedador, asi como con los tratamientos otorgados (Messick, 2004). Los
animales con eritrocitos infestados por hemoplasmas, al ser o no captados por
macrofagos en el bazo, crean nuevos ciclos de multiplicacion, elevando la
parasitemia y modificando el hematocrito (Cabazas, 2008). El bazo cumple un
papel fundamental en la eliminacion de los eritrocitos infestados, por lo cual sin él,
se dificulta el control de la bacteria en el hospedador (Tartara et al., 2013). Tiene
un periodo de incubacién de 1 a 5 semanas, el termindé de un tratamiento no
garantiza que el animal obtenga inmunidad contra una reinfeccién (Ortiz et al.,
2015). La enfermedad tiene cuatro etapas: 1) etapa de preparasitemia: no se
muestran signos, ni parasitos; 2) en la etapa aguda: la presencia de la bacteria
aumenta en sangre y se manifiestan los signos clinicos, también se presenta una
variacion en la cantidad de bacterias que circulan en sangre que va desde un 90%
a ningun eritrocito infectado, ocurriendo en menos de una hora (se desconoce el
motivo de tales hechos), con un hematocrito en recuperacién, se ha acordado que
los hemoplasmas llegan a ser secuestrados por el bazo o pulmoén; 3) en la etapa
de recuperacion, en el caso que se haya presentado anemia, se puede presenciar
la bacteria en sangre; 4) en la etapa de portador el perro presenta un hematocrito
normal sin manifestar enfermedad y las bacterias es posible detectarlos en frotis,
si no se observan, es debido a la capacidad de la bacteria de cambiar de
antigenos de superficie con efecto de no adhesion en el eritrocito; con esta

capacidad de la bacteria se puede iniciar un nuevo ciclo de infeccion. (Gonzélez,



2014; Cabazas, 2008; Cruz, 2005). Los mecanismos de patogenicidad de los
hemoplasmas aun no se han definido por completo (Messick, 2004).

2. 5. 1. Factores de virulencia de los hemoplasmas

Existe una variedad de factores de virulencia en los hemoplasmas, los
cuales provocan infecciones mas graves en el perro, que incluyen toxinas y
citolisinas. En una revision realizada por Mazaheri et al. (2014) mencionan que se
han investigado dos genes que se asocian a los factores de virulencia, el primero
llamado gen asialoglicoproteina dipeptidasa, enzima involucrada en la lisis de los
glébulos rojos; el segundo, el gen superdxido dismutasa, el cual protege contra
dafios causados por oxidantes. Al no ser captados por el bazo, los eritrocitos
infectados regresan a circulacion, aumentando el nivel de parasitemia en el
animal, los hemoplasmas al estar unidos a los eritrocitos conlleva a una pérdida
del colesterol y fosfolipidos, afectando la osmolaridad y morfologia, acentuando la
fragilidad de los eritrocitos infectados, causando hemodlisis, provocando la
aparicion de la enfermedad. Esta afeccion en la membrana ocasiona que algunos
antigenos de superficie se oculten y aparezcan otros, generando una reaccion
antigeno-anticuerpo-complemento, aumentando la hemolisis (Ortiz et al., 2015;
Cabazas, 2008).

2. 6. Infeccion clinico-patolégica de los hemoplasmas caninos

La enfermedad incluye signos leves, excepto pacientes esplenectomizados
que muestran pérdida de apetito, encias palidas e infertilidad (Mazaheri et al.,
2014). La presentacion de los signos en etapa aguda se caracteriza por: anemia,
que de manera continua se despliega, mostrandose mayormente en perros
inmunocomprometidos o esplenectomizados, ademas de la anemia otros signos
son: esplenomegalia, pirexia, mucosas palidas o ictéricas, depresion, debilidad,
letargo, anorexia, pérdida de peso y artritis (Aktas y Ozubek, 2018; Mazaheri et
al., 2014; Cabazas, 2008; Chalker, 2005; Chalker y Brownlie, 2004), durante esta
fase se observa una marcada bacteriemia con un 90% de eritrocitos infestados

(Maggi et al., 2013). En casos mas graves, se produce anemia hemolitica aguda,
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gue generalmente se resuelve, sin embargo, en algunos perros esto puede llegar
hasta la muerte (Aktas y Ozubek 2018; Chalker, 2005; Chalker y Brownlie, 2004).
Las enfermedades por hemoplasmas en animales sanos siguen un curso cronico,
con manifestaciones clinicas variadas (Messick, 2004). El diagndstico en perros
puede ser posible por los veterinarios a través de la historia clinica, pruebas
bioquimicas, seroldgicas, frotis sanguineo y pruebas moleculares (Mazaheri et al.,
2014).

2. 7. Hemoplasmas que afectan al perro

Los micoplasmas hemotrépicos que infectan a los perros son dos tipos:
Mycoplasma haemocanis y Candidatus M. haemotoparvum (CMhp) (Hii et al.,
2012). Aunque también se han descrito otras especies: Candidatus Mycoplasma
haemominutum, Candidatus Mycoplasma turicencis y Mycoplasma ovis (Valle et
al., 2014).

2. 8. Transmision de Mycoplasma haemocanis al perro

No se conoce con exactitud la transmision natural al perro, sin embargo, se
ha demostrado que la transmision puede producirse principalmente por artropodos
hematéfagos, siendo las garrapatas el vector principal de M. haemocanis entre los
perros; llegando ser una transmision transestadial y transovarica (Soto et al., 2017;
Beaufils, 2012; Messick, 2003). Existen por lo tanto diferentes maneras
transmision de la bacteria como: iatrogénica por jeringas reutilizadas,
transfusiones, peleas (Cabazas, 2008) y de madre a cria, siendo posible la
transmision por via transvaginal (con contacto de sangre durante el parto) o
transmamaria, siendo asi el perro un reservorio (Lashnits et al., 2019). Beaufils
(2012) demostré de manera experimental, la transmisién de M. haemocanis por la
garrapata Rhipicephalus saguineus; asi como también, la transmision de manera
transestadial y transovarica entre garrapatas de esta especie. Estudios realizados
en China respaldan un mayor riesgo de infeccion por micoplasmas hemotrépicos
entre los agricultores, veterinarios y otras personas con contacto frecuente y

cercano a animales domésticos y artrépodos (Maggi et al., 2013). Existiendo una
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alta prevalencia de hemoplasmas en donde las condiciones ambientales son

favorables para los vectores que los transmiten (Biondo et al., 2009).

2. 9. Epidemiologia de Mycoplasma haemocanis

Los micoplasmas hemotrépicos que infectan al perro tienen una distribucion
mundial, contando con una ocurrencia entre el 1.2% - 44.7%, donde la prevalencia
en perros varia entre el 0.48% y 44.7% para Mycoplasma haemocanis y 0.3% a
33.3% para Candidatus Mycoplasma haematoparvum, los datos fueron obtenidos
de varios estudios realizados por PCR de diferentes paises de Europa 206/1621,
Asia 372/907, Africa 192/578, América 555/2166 y tiene una tasa de coinfeccién
del 0.5% - 2.6% (Soto et al., 2017). En Latinoamérica se presenta una ocurrencia
del 117.7% de hemoplasmas en caninos, y entre los paises que lo reportan son
Argentina, Brasil, Islas del caribe, Chile, Ecuador y México (Cuadro 2) (Maggi y
Kramer, 2019; Lira-Amaya et al., 2015; Martinez et al., 2003).

Cuadro 2. Frecuencia de Mycoplasma spp en perros domésticos y salvajes y
humanos, en latino América (Maggi y Kramer, 2019; Lira-Amaya et al., 2015;
Martinez et al., 2003).

Pais Hospedador Frecuencia
Argentina Perros
] _ 48.5%
Carnivoros salvajes
Brasil Perros
Humanos 17.7%

Carnivoros salvajes

Islas del caribe Perros 34.7%
Chile Carnivoros salvajes 16.2%
Ecuador Perros 1%

México Perros 72.2%
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2.10. Técnicas de deteccion de Mycoplasma haemocanis

La observacién microscopica de los frotis sanguineos es el método mas
comun de detectar micoplasmas. El frotis de sangre se puede tefiir con tintes
como Romanoswsky, incluidos Giemsa, Wright y Wright-Giemsa. La observacion
microscopica demuestra la presencia de bacterias en pares o cadenas en la
superficie de los eritrocitos, pero raramente libres en el plasma. Sin embargo, este
método tiene una alta tasa de obtener resultados falsos positivos. Esto puede ser
debido a los sedimentos del tinte causado por manchas o fijacion inadecuada
puede confundirse con la bacteria. Otros errores incluyen gotas de agua y cuerpos
de Howell-Julie y Heimer-Papen. Para la observacion por microscopio
fluorescente, se utilizan los métodos de tincidbn con Acridina naranja y con
anticuerpo fluorescentes; sin embargo, ambos métodos son mas sensibles para
detectar bacterias que los tintes Romanowsky. No obstante, los cuerpos de
Howell-Julie pueden confundirse con las bacterias y causar resultados falsos
positivos. Aunque en fases agudas la bacteria esta en la sangre, puede eliminarse
de sangre en pocas horas, resultando una muestra como falso negativo. El uso de
anticoagulantes en muestras de sangre y re muestreo reduce los resultados falsos
negativos. Si se usa EDTA altamente concentrado, las bacterias pueden
separarse de los eritrocitos. Por eso es mejor realizar el frotis inmediatamente
después del muestreo de sangre o usar otros anticoagulantes como EDTA.
Aungque los estudios seroldgicos no son el método de diagndstico de rutina
(Mazaheri et al., 2014), se han empleado para la deteccion antigenos de
Mycoplasma haemofelis, sugiriendo la posibilidad de desarrollo de una prueba
serolégica en base de uno o mas antigenos, sin embargo, todavia se debe trabajar
en determinar que antigenos son reconocidos por el suero inmune de animales
infectados con organismos estrechamente relacionados, dado a su sensibilidad y
especificidad de antigenos particulares en la deteccidon de animales infectados
sigue siendo desconocida (Alleman et al., 1999). El método por PCR es un
diagnéstico altamente sensible que amplifica ciertos fragmentos del ADN para
identificar los microorganismos, los estudios han demostrado que las tasas de

diagnoéstico de citopatologia y PCR son de casi 37.5 y 100%, con el gen 16S
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ARNr; el PCR muestra resultados mas confiables después de completar de tres a
35 dias de tratamiento con antibiéticos, por lo general, los resultados de PCR
pueden permanecer positivos durante mucho tiempo en animales asintomaticos;
los resultados positivos no siempre reflejan la aparicion de sintomas clinicos, pero
pueden mostrar infecciones previas (Mazaheri et al., 2014). La técnica de
Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP) es una alternativa a la PCR
para la deteccion de hemoplasmas, debido a que su sensibilidad es mayor, ya que
para la amplificacion de ADN usa una incubacion de velocidad constante en lugar
de ciclos térmicos, la turbidez causada por el pirofosfato de magnesio se puede
detectar en la reaccion por fotdbmetro para detectar productos amplificados; LAMP
es una herramienta de diagnoéstico simple de enfermedades y estudios

epidemiologicos (Mazaheri et al., 2014).

2.11. Antecedentes directos

En varias partes del mundo se han realizado estudios enfocados en la
deteccion de micoplasmas hemotrépicos en perros, donde han usado tres tipos de
técnicas, siendo el PCR el mas utilizado para la deteccién de hemoplasmas, con el
gen 16S ARNr, como se muestran en los estudios hechos por Viera et al. (2015)
con 44.7%, Novacco et al. (2010) con 40%, Soto et al. (2017) con 24.8%, Torkan
et al. (2012) con 23%, Valle et al. (2014) con 6.9%, Compton et al. (2012) con
1.3% y Hamel et al. (2012) con 1.2%, positivos a Mhc.

En Latinoamérica existen bajos reportes de hemoplasmas (Maggi y Kramer,
2019), en México son contados los estudios que se han realizado, Lira-Amaya et
al. (2015) en su estudio obtuvo el 66.6% en perros positivos a Mycoplasma spp., y
Martinez et al. (2003) con el 72.6% (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Cuadro de estudios realizados en México en perros positivos a

Mycoplasma spp.

AUTORES MUESTRAS ANALISIS GEN RESULTADOS
CD. De México 3 perros Esplenectomia - Se reporto presencia y
Osorno y Ristic Inoculacién reproduccion de

(1973) Microhematocrito Haemobartonella canis
Frotis sanguineo
Boca del Rio, 252 perros  Frotis sanguineo — 183 perros positivos
Veracruz
Martinez et al.
(2003)
Cuautla, 30 perros PCR Frotis 16S 20 perros positivos
Morelos sanguineo ARNr
Lira-Amaya et
al. (2015)

En el estado de Sinaloa, en la ciudad de Culiacan Gaxiola et al. (1996)

realizaron un estudio de prevalencia de Babesia spp. y Haemobartonella spp. en

perros, observando por frotis sanguineo la presencia de hemoplasmas en los

eritrocitos. Algunos reportes de diagndstico de Mycoplasma spp. en coinfeccién

con otros microorganismos se han realizado en el Laboratorio de Parasitologia de
la FMVZ de la UAS (Cuadro 4), donde del 2007 al 2018 se ha observado el 4.8%

del microorganismo como monoinfeccion y el 21.8% como coinfeccidn.
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Cuadro 4. Resultados positivos a Mycoplasma spp. y en coinfecciéon con otros
hemoparasitos de muestras procesadas en el laboratorio de la FMVZ de la UAS.

Afio Muestras Mycoplasma spp.
2007 127 11%
2008 704 8.4%
2009 623 10.3%
2010 495 4.2%
2011 384 3%
2012 515 2.3%
2013 705 3.4%
2014 243 1.6%
2015 457 0.9%
2016 300 2%
2017 198 5%
2018 225 3.6%
Total 4976 4.8%

Algunas especies de hemoplasmas encontradas en perros, también han
sido observadas en humanos y otros animales (Viera et al., 2015; Maggi et al.,
2013; Hu et al., 2009; Chalker, 2005); Viera et al. (2015) en su estudio detectaron
Mycoplasma spp en una persona, Maggi et al. (2013) mostraron que las personas
con mas cercania animales y a sus ectoparasitos, tienen mas posibilidad de
infeccion, mas si son personas que trabajan con animales, como lo son
veterinarios, técnicos veterinarios y personas cercanas a ellos, Hu et al. (2009)
mencionan la trasmision vertical de madres a fetos. De acuerdo al Diario Oficial de
la Federacion, Mycoplasma spp. se encuentra dentro de las enfermedades de
notificacién obligatoria (DOF, 2019).
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lll. HIPOTESIS

Mycoplasma haemocanis se encuentra presente en sangre de los caninos

de la ciudad de Culiacan, Sinaloa, México.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Mycoplasma haemocanis en sangre de caninos de

Culiacan, Sinaloa, México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar morfolégicamente Mhc en sangre de caninos.

2) Caracterizar genéticamente Mhc en sangre de caninos.
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V. MATERIAL Y METODOS
5. 1 Tipo de estudio

Observacional, transversal por conveniencia (Manterola y Otzen, 2014).

5. 2 Sitio de muestreo

El presente trabajo se realizo en la ciudad de Culiacan, Sinaloa, México,
localizada entre los paralelos 24° 2' 492" y 25° 16' 33.6" latitud norte y los
meridianos 107° 49' 22.8" y 106° 52' 15.6" longitud oeste; altitud entre 2,100 m.,
con rango de temperatura de 18-26°C y rango de precipitacion de 400-1100 mm.,
con clima seco muy calido y calido (37.40%), semiseco muy célido y calido
(31.96%), calido subhumedo con lluvias en verano de humedad media (29.11%),
calido subhimedo con lluvias en verano de menor humedad (1.49%), vy
semicalido subhimedo con lluvias en verano de menor humedad (0.04%), (INEGI,
2019).

Las muestras de sangre fueron donadas de diferentes clinicas veterinarias
de la ciudad de Culiacén, las cuales fueron: hospital de pequefias especies de la
FMVZ, y veterinarias cooperantes, asi como algunas muestras que dieron
positivas 0 con cuerpos sugerentes a hemoplasmas, analizadas en el Laboratorio

de parasitologia de la FMVZ.

5.3 Toma de muestra

El muestreo se realiz6 durante el afio 2018, entre los meses de junio y
noviembre, obteniendo 59 muestras sanguineas de perros. La sangre se obtuvo
mediante la puncion de la vena cefélica de la extremidad anterior o de la vena
safena de la extremidad posterior y/o de la yugular, se depositaron en tubos
Vacutainer® con EDTA, previamente identificados y se conservaron a 4°C, hasta

Su procesam iento.

5. 4 Andlisis de las muestras

Los analisis de cada muestra fueron realizados en el laboratorio de la FMVZ.
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5. 4. 1 Frotis sanguineo

Se realizaron dos extensiones sanguineas de cada muestra, se tifieron con
tincion de Wright y hemocolorante rapido, posteriormente se observaron por
técnica de microscopia Optica 100x (Martinez et al., 2003).

5. 4. 2 Extraccién de ADN

Se extrajo el ADN de las muestras de sangre de los caninos muestreados,
por medio de la técnica fenol-cloroformo, utilizando 300 pul de sangre completa de
caninos, colocando cada muestra en tubos Eppendorf de 1.5 ml, a los cuales se
les agregd amortiguador de lisis (TE: tris 100mM y EDTA 10mM), dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 20%, se incubaron a 37°C con calor seco y a 56°C a calor humedo
por una hora respectivamente. Se agrego fenol (1:1), se centrifugaron por dos min
a 12,000 RPM, se obtuvo el sobrenadante y se afiadié cloroformo (1:1), se
centrifugaron por dos min a 12,000 RPM se obtuvo el sobrenadante y se agrego 1
ml de etanol, se refrigeraron a -20°C durante 2 h (20 min a -80°C), posteriormente
se centrifugaron por 20 min a 12,000 RPM, se decantd el sobrenadante y se
ventilé en la cAmara de extraccion. A la pastilla obtenida se le agregé 50 ul de
agua inyectable estéril (Green y Sambrook, 2012), de esta solucién de ADN se
tomé 5 yl y se homogenizé con 2 ul de azul de bromo fenol para detectar la
presencia de ADN, en un gel de agarosa al 1% tefiido con gel red revelado en
camara de electroforesis a 80 V, 250 mA durante 30 min y se observo con luz

ultravioleta (Huang, 2010).

5. 4. 3. Amplificacion del ADN por PCR

La amplificacién del ADN obtenido se realiz6 por PCR en un termociclador
(BIO-RAD Icycler), con una mezcla de reacciéon a un volumen de 25 ul que
contenia la enzima Polimerasa Go Taq Green Master Mix, 2X (PROMEGA) 50 pM
de cada oligonucleotido y aproximadamente 100 ng de ADN genomico. Se
procedio a la deteccion de la especie Mhc mediante la amplificacion de la porcion
variable del gen 16S ARNr (309pb) utilizando un conjunto de oligonucledétidos,
sentido (5-GAAACTAAGGCCATAAATGACGC-3)) y anti-sentido (5'-
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ACCTGTCACCTCGATAACCTCTAC-3') (Aktas y Ozubek, 2018); bajo las
condiciones de ciclado a: 94°C durante 5 min, seguidos por 32 ciclos a 94°C
durante 1 min, recocido a 60°C durante 1 min y extensién a 72°C durante 1 min,

con un paso de extension final a 72°C durante 5 min (Torkan et al., 2012).

5. 4. 4 Secuenciacion

Las muestras positivas resultantes de la amplificacion por PCR de los
genes 16S ARNr, fueron secuenciadas mediante el sistema 3730XL Applied
Biosystems®, en la empresa Macrogen inc., Seul, Korea:

http://www.bionity.com/en/companies/16588/macrogen-inc.html.

5. 4.5 Andlisis In Silico

El andlisis In Silico de las secuencias genéticas obtenidas se llevo a cabo
en el programa en linea BLASTn:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearchs, donde se

comprobaron las identidades de las secuencias amplificadas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis por microscopia permitio identificar el 24.5% (13/53) de las
muestras positivas a Mycoplasma spp. en frotis sanguineo, observdndose sobre
los eritrocitos en forma individual o cadena (Figura 2), el 38.4% (5/13) de las
muestras positivas, pertenecian a perros con signos clinicos y el 30.7% (4/13) con
ausencia de estos. De los 59 perros muestreados en este estudio, 14 (23.7%)
presentaron signos de enfermedad, de estos, 10 fueron los que se diagnosticaron
por microscopia como positivos, y de los 46 perros con resultado negativo en
frotis, 31 perros no manifestaban signos clinicos y de estos, 3 muestras fueron
diagnosticadas por microscopia como positivas; esto comparado con el estudio
realizado por Tartara et al. (2013) en el cual, el 75% (75/100) de perros que
acudieron a consulta dermatologica, en el frotis sanguineo dieron positivo a
Mycoplasma spp, y en otro estudio Martinez et al. (2003) diagnosticaron el 12.57%
(23/252) de muestras positivas a Mycoplasma spp, estos datos fueron obtenidos
de registros documentados de muestras de laboratorio. Las estructuras
compatibles a Mycoplasma spp (Figura 2) que se observaron en los frotis, coincide
a lo observado en un caso clinico de un perro que presentaba manifestaciones
clinicas a hemoparasitos reportado por Beaufils (2012), diagnosticado después de
la quinta visita médica, al igual que el caso clinico comunicado por Pérez e
Iglesias (2017). El diagnéstico por frotis sanguineo es utilizado para la deteccién
de Mycoplasma spp, mediante la observacion de la bacteria sobre el eritrocito, ya
sea solo, en pares o cadenas (Mazaheri et al., 2014), para contar con un

diagnéstico por medio de extensiones sanguineas con mas probabilidad de
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encontrar a la bacteria, se debe realizar el frotis inmediatamente después de la
toma de muestra, ya que la ausencia en €l no lo excluye del diagndstico,
nombrandolo como un falso negativo (Villiers y Blackwood, 2005), como el caso
del estudio realizado por AbdRani et al. (2011) de 525 muestras de sangre de

perros (entre animales enfermos y sanos), en ningun frotis se observo la bacteria.

La técnica por PCR que por su sensibilidad al momento de deteccion, da un
resultado mas confiable, es una técnica con una tasa de efectividad del 100%, aun
si el perro no manifiesta signologia de enfermedad (Mazaheri et al.,, 2014). Los
amplicones obtenidos en este estudio por medio de PCR anidado realizados con
los iniciadores (MhcF y MhcR) para la especie Mycoplasma haemocanis permitié
la amplificacion de 3 muestras de sangre (Figura 3), con un tamafio de alrededor
de 300 pb, representando el 5% del total de muestras del estudio, que por
microscopia dieron positivo a Mycoplasma spp, lo cual coincide con el tamafo
descrito en los estudios con la amplificacion de alrededor de 308 pb del gen 16S
ARNr de Aktas y Ozubek (2018 y 2017) y Torkan et al. (2012) con 309 pb; el
resultado de las muestras que amplificaron en el estudio, se asemeja a los
descritos por Sousa et al. (2017) con 4.7% (2/42), Leite et al., (2016) con 4.2%
(4/94) y Compton et al. (2012) con 1.3% (7/506), y en contraste con el estudio de
deteccidén en sangre realizado por Lira-Amaya et al. (2015) con el 66.6% (20/30);
el gen 16S ARNr es el mas utilizado para el analisis por PCR en estudios para la
deteccién de Mycoplasma spp 0 las especies en sangre de perros en varias
regiones del mundo, por ejemplo en Europa Roura et al. (2010) obtuvieron 26/182

positivos a Mhc; Novaco et al. (2010) 82/850 positivos a Mycoplasma spp. y 43/82
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positivos a Mhc; Kenny et al. (2004) con 15/71 positivos a Mhc, en Asia Liu et al.
(2016) con 60/181 perros positivos a Mycoplasma spp; Inpankaew et al. (2016)
con 10/101 perros positivos a Mhc; Torkan et al. (2012) con 13/100 perros
positivos a Mhc, en Africa Aquino et al. (2016) con 18/245 perros positivos a Mhc;
Marié et al. (2009) con 4/114 perros con Mhc y en América Soto et al. (2017)
obtuvieron 69/278 perros positivos a Mycoplasma spp. y 33/69 positivos a Mhc;
Lira-Amaya et al. (2015) 20/30 perros positivos a Mycoplasma spp; Viera et al.
(2015) 59/132 perros dieron positivos a Mycoplasma spp. y 21/59 se identificaron
con Mhc; Compton et al. (2012) detectaron Mhc en 3 de 7 muestras que
amplificaron a Mycoplasma spp. La secuencia obtenida del gen 16S ARNr (Cuadro
5), de las muestras amplificadas, no fue del tamafio esperado, pero el gen se
encuentra dentro de las secuencias que se compararon con Mycoplasma

haemocanis Isolate (KY117653 y KY117654) con un 93.94% de identidad.

Cuadro 5.- Secuencia de las muestras amplificadas para la identificacion de
Mycoplasma haemocanis.

. Pares de .
Gen Secuencia Homologia
Bases

16S GAGTAATaTCGTAGAGGTTATCGAGGTGACA 58 93.94%

ARNr GGTAGAGTTCGGACGTCTAAGAAGCTG
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Figura 2. Estructuras compatibles a Mycoplasma spp. en la superficie de los
eritrocitos en frotis sanguineos tefiidos por Wright y hemocolorante rapido,

observadas por la técnica de microscopia Optica 100x.

600 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 3. Amplificacién de bandas de Mhc en Gel de agarosa al 1%. Carril 1
marcadores de tamafio 100 a 1000 pb. Carriles 5, 6 y 9 Amplificacion del gen
16S ARNr de Mycoplasma haemocanis de alrededor de 300 pb. Carriles 3, 4, 7,

8 negativos, carril 2 vacio.
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VIl. CONCLUSION

Mycoplasma haemocanis es la especie de hemoplasmas que infecta a
perros en la ciudad de Culiacan, Sinaloa, comprobandose morfolégicamente y
molecularmente. Esto sugiere que la bacteria puede ser causal de micoplasmosis
en perros con riesgo zoonotico en la ciudad tanto en animales de compafia como

en humanos.
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