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RESUMEN

Los micoplasmas hemotrdpicos (hemoplasmas) son bacterias epicelulares obligadas que infectan
los glébulos rojos de una amplia variedad de mamiferos, pudiendo causar anemia hemolitica de
gravedad variable. En el perro se describen dos especies: Mycoplasma haemocanis y “Candidatus
Mycoplasma haematoparvum”. En ellos, la infeccion suele tener un curso cronico asintomatico,
pero la esplenectomia y la inmunosupresion favorecen el desarrollo de una infecciéon aguda

manifiesta.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar la presencia de micoplasmas hemotrépicos en
perros con sospecha clinica de infeccion por hemopatdgenos, identificar las especies detectadas
molecularmente y determinar si ciertos factores influyen en la presencia de estos patdgenos.
Ademas, se evalud el efecto de los micoplasmas hemotropicos sobre el valor del hematocrito en

infecciones Unicas y en coinfeccion con Babesia spp.

Para ello se analizaron 60 extracciones de ADN obtenidas de muestras de sangre de perros de
Galicia con sospecha clinica de infeccion por hemopatdgenos mediante PCR convencional para
la deteccidn de hemoplasmas. Posteriormente, las muestras positivas se secuenciaron y se estudio
su variabilidad genética mediante la construccion de un arbol filogenético. A continuacion, con
los datos recogidos de cada animal (edad, sexo, aptitud, infeccion por Babesia spp., hematocrito),
se realizd un andlisis estadistico para valorar los posibles factores de riesgo y el efecto de la

infeccion sobre el hematocrito en infecciones Unicas o mixtas con Babesia spp.

Un total de 14 muestras (23,3%) resultaron positivas, y las especies encontradas fueron: “Ca. M.
haematoparvum” (20%) y M. haemocanis (3%). El andlisis estadistico no mostr6 una asociacion
significativa entre la edad, el sexo y la coinfeccién con Babesia spp. respecto a la positividad por
hemoplasmas; sin embargo, la aptitud de caza se asocid significativamente con una mayor tasa de
infeccion. Ademas, se determiné que los micoplasmas hemotropicos, solos o en coinfeccién con

Babesia spp., no muestran un efecto significativo sobre el valor del hematocrito.

Este trabajo representa el primer estudio molecular de la ocurrencia de estas infecciones en perros
de Galicia, y en él se detectaron las dos especies de micoplasmas hemotropicos consideradas
propias de la especie canina. Ademas, el analisis estadistico refuerza la idea de que la transmision
de estos patdgenos se produce a través de vectores, ya que los perros de hébitat rural, como los
de caza, presentaron una mayor tasa de infeccion. Sin embargo, los micoplasmas hemotropicos
no parecen tener una gran capacidad patdgena, ya que su presencia no se asocié con un menor

valor de hematocrito, tanto en infecciones unicas como en coinfecciones con Babesia spp.

Palabras clave: micoplasmas hemotrépicos, perros, PCR, factores de riesgo, hematocrito,

coinfeccion.



RESUMO

Os micoplasmas hemotrépicos (hemoplasmas) son bacterias epicelulares obrigadas que infectan
os glébulos vermellos dunha ampla variedade de mamiferos, podendo causar anemia hemolitica
de gravidade variable. No can describense duas especies: Mycoplasma haemocanis e “Candidatus
Mycoplasma haematoparvum?. Neles, a infeccion adoita ter un curso cronico asintomatico, pero
a esplenectomia e a inmunosupresion favorecen o desenvolvemento dunha infeccion aguda

manifesta.

Os obxectivos deste traballo foron determinar a presenza de micoplasmas hemotropicos en cans
con sospeita clinica de infeccion por hemopatoxenos, identificar as especies detectadas
molecularmente e determinar se certos factores inflien na presenza destes patoxenos. Ademais,
avaliouse o efecto dos micoplasmas hemotrépicos sobre o valor do hematocrito en infeccions

Unicas e en coinfeccion con Babesia spp.

Para iso analizaronse 60 extraccions de ADN obtidas de mostras de sangue de cans de Galicia
con sospeita clinica de infeccion por hemopatoxenos mediante PCR convencional para a
deteccion de hemoplasmas. Posteriormente, as mostras positivas secuenciaronse e estudouse a
stia variabilidade xenética mediante a construcion dunha arbore filoxenética. A continuacion, cos
datos recollidos de cada animal (idade, sexo, aptitude, infeccion por Babesia spp., hematocrito),
realizouse unha analise estatistica para valorar os posibles factores de risco e o efecto da infeccién

sobre 0 hematocrito en infeccidns Unicas ou mixtas con Babesia spp.

Un total de 14 mostras (23,3%) resultaron positivas, e as especies atopadas foron: “Ca. M.
haematoparvum” (20%) e M. haemocanis (3%). A analise estatistica non mostrou unha asociacion
significativa entre a idade, 0 sexo e a coinfeccién con Babesia spp. respecto & positividade por
hemoplasmas; con todo, a aptitude de caza asociouse significativamente cunha maior taxa de
infeccion. Ademais, determinouse que os micoplasmas hemotrépicos, sés ou en coinfeccion con

Babesia spp., non mostran un efecto significativo sobre o valor do hematocrito.

Este traballo representa o primeiro estudo molecular da ocorrencia destas infeccions en cans de
Galicia, e nel detectaronse as dias especies de micoplasmas hemotrépicos consideradas propias
da especie canina. Ademais, a analise estatistica reforza a idea de que a transmision destes
patdxenos prodicese a través de vectores, xa que 0s cans de habitat rural, como os de caza,
presentaron unha maior taxa de infeccion. Con todo, 0s micoplasmas hemotrépicos non parecen
ter unha gran capacidade patoxena, xa que a sUa presenza non se asociou cun menor valor de

hematocrito, tanto en infeccidns Gnicas como en coinfecciones con Babesia spp.

Palabras chave: micoplasmas hemotrépicos, cans, PCR, factores de risco, hematocrito,

coinfeccion.



ABSTRACT

Hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are obligate epicellular bacteria that infect the red
blood cells of a wide variety of mammals, potentially causing hemolytic anemia of varying
severity. In dogs, two species are described: Mycoplasma haemocanis and “Candidatus
Mycoplasma haematoparvum.” In these animals, the infection usually has a chronic
asymptomatic course, but splenectomy and immunosuppression favor the development of an

acute manifest infection.

The objectives of this study were to determine the presence of hemotropic mycoplasmas in dogs
with clinical suspicion of hemopathogen infection, identify the molecularly detected species, and
determine if certain factors influence the presence of these pathogens. Additionally, the effect of
hemotropic mycoplasmas on hematocrit levels was evaluated in single infections and coinfections

with Babesia spp.

To this end, 60 DNA extractions obtained from blood samples of dogs from Galicia with clinical
suspicion of hemopathogen infection were analyzed using conventional PCR for the detection of
hemoplasmas. Subsequently, positive samples were sequenced, and their genetic variability was
studied by constructing a phylogenetic tree. Then, with the data collected from each animal (age,
sex, aptitude, infection with Babesia spp., hematocrit), a statistical analysis was performed to
assess possible risk factors and the effect of the infection on hematocrit in single or mixed

infections with Babesia spp.

A total of 14 samples (23.3%) tested positive, and the species found were: “Ca. M.
haematoparvum” (20%) and M. haemocanis (3%). Statistical analysis did not show a significant
association between age, sex, and coinfection with Babesia spp. concerning hemoplasma
positivity; however, hunting aptitude was significantly associated with a higher infection rate.
Furthermore, it was determined that hemotropic mycoplasmas, alone or in coinfection with

Babesia spp., do not show a significant effect on hematocrit levels.

This study represents the first molecular investigation of the occurrence of these infections in
dogs from Galicia, detecting the two species of hemotropic mycoplasmas considered
characteristic of the canine species. Additionally, the statistical analysis reinforces the idea that
the transmission of these pathogens occurs through vectors, as rural habitat dogs, such as hunting
dogs, showed a higher infection rate. However, hemotropic mycoplasmas do not seem to have a
high pathogenic capacity, as their presence was not associated with lower hematocrit levels, both

in single infections and coinfections with Babesia spp.

Keywords: hemotropic mycoplasmas, dogs, PCR, risk factors, hematocrit, coinfection.
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INDICE DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AIC: Akaike Information Criterion.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNIr: Acido ribonucleico ribossomal.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

Ca.: “Candidatus”.

CMhp: “Candidatus Mycoplasma haematoparvum ”.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EE.UU.: Estados Unidos.

F: forward.

HCT: hematocrito.

INVESAGA: Investigacion en Sanidade Animal de Galicia.
Mhc: Mycoplasma haemocanis.

Mhf: Mycoplasma haemofelis.

NCBI: National Center for Biotechnology Information.
pb: par de bases.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

gPCR: PCR en tiempo real.

R: reverse.

rpm: revoluciones por minuto.

TAE: Tris, acetato y EDTA.

TR + 1+ G: General Time Reversible + Invariant sites + Gamma-distributed.

UI: unidades internacionales.



1. INTRODUCCION

Los micoplasmas hemotrdpicos, cominmente conocidos como hemoplasmas, son un grupo de
bacterias gramnegativas de pequefio tamafo, no cultivables y sin pared celular que infectan los
glébulos rojos de una amplia variedad de mamiferos, pudiendo causar en ellos una anemia

hemolitica de gravedad variable (Barker y Tasker, 2022).

Las principales especies que infectan a los animales de compania son Mycoplasma haemocanis y
“Candidatus Mycoplasma haematoparvum” en el perro, y Mycoplasma haemofelis, “Candidatus
Mycoplasma haemominutum” y “Candidatus Mycoplasma turicensis” en el gato. En esta especie,
M. haemofelis se considera el agente causal de la anemia infecciosa felina (Sykes y Tasker, 2014),
mientras que la mayoria de perros infectados por hemoplasmas presentan infecciones cronicas

asintomaticas (Willi ef al., 2010).

1.1 Etiologia

Los micoplasmas hemotropicos fueron descritos por primera vez en 1921 por M. Mayer, quien
propuso el término Bartonella muris para referirse a los cuerpos de inclusion observados en los
glébulos rojos de una rata de laboratorio afectada por anemia severa (Mayer, 1921; revisado por
Neitz, 1938). Afos mas tarde, W. Kikuth (1928) identifico un patégeno similar en un perro
esplenectomizado, que denomind Bartonella canis, y R. Clark (1942) design6 como

Eperythrozoon felis al patdbgeno causante de un cuadro anémico fulminante en un gato.

Originalmente, los hemoplasmas fueron clasificados dentro de los géneros Haemobartonella y
Eperythrozoon (orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae) debido a su tropismo eritrocitario,
pequefio tamafio y presunta transmision por artropodos (Kreier y Ristic, 1984, revisado por Willi
et al., 2007). Sin embargo, analisis filogenéticos posteriores basados en la secuenciacion del gen
que codifica el ARN ribosomal 16 S (ARNr 16S) revelaron que, en realidad, estos organismos
estaban mas estrechamente relacionados con los micoplasmas, con los que compartian
caracteristicas fenotipicas como su pequefio tamafio, la ausencia de pared celular y los exigentes
requisitos de crecimiento (Neimark y Kocan, 1997; Rikihisa et al., 1997). Esto condujo a su
reclasificacion  dentro del género Mycoplasma (orden Mycoplasmatales, familia
Mycoplasmataceae) (Neimark et al., 2001). Sin embargo, este género se caracterizaba por
albergar especies bacterianas como M. pneumoniae o M. genitalium, que colonizan epitelios
mucosos, presentando un tropismo muy diferente en comparacion con los hemoplasmas (Barker
y Tasker, 2022). Un estudio filogenético posterior basado en los genes gapA4 y dnaK sugirid que,
aunque los hemoplasmas pertenecen a la familia Mycoplasmataceae, estos deberian conformar

un género separado (Hicks et al., 2014).



Debido a sus exigentes caracteristicas de crecimiento, los micoplasmas hemotropicos no pueden
ser cultivados in vitro. Esto limita su caracterizacion fenotipica completa, lo que hace necesario
que el prefijo "Candidatus" se aplique a los hemoplasmas recién descritos hasta que se disponga

de mas informacion que respalde su clasificacion (Neimark et al.; 2001, 2002).

En el caso del perro, objeto de este trabajo, se han descrito principalmente dos especies de
hemoplasmas: Mycoplasma haemocanis (Mhc) y “Ca. M. haematoparvum” (CMhp) (Kikuth,
1928; Sykes et al., 2005). De manera analoga a lo descrito para otros hemoplasmas, se trata de
organismos gramnegativos, sin pared celular y pleomorficos. Estos patogenos son
epieritrocitarios obligados y se encuentran adheridos a la superficie del eritrocito, donde pueden

encontrarse individualmente o agrupados en cadenas (Messik, 2004).

Mhc es un hemoplasma relativamente grande, con un didmetro de 0,3 a 2 um, y se caracteriza por
agruparse formando largas cadenas de organismos en la superficie de los eritrocitos, aunque
también puede aparecer individualmente (Messick ef al., 2002; Venable y Ewing, 1968). Presenta
grandes similitudes genéticas respecto a M. haemofelis (Mhf), habiéndose hipotetizado que fuesen
una misma especie (Brinson y Messick, 2001), pero estudios posteriores basados en el analisis de
secuencias genéticas parciales y del genoma completo permitieron diferenciarlos como especies

distintas (Birkenheuer et al., 2002; Do Nascimento et al., 2012).

Por otra parte, CMhp se asemeja a “Ca. M. haemominutum” tanto morfolégica como
genéticamente, presentando un tamafio uniformemente pequeiio de aproximadamente 0,3 pm de
diametro y no agrupandose en cadenas. De manera similar a lo descrito para Mhc y Mhf, a pesar
de sus similitudes, los analisis filogenéticos permitieron distinguirlas como especies distintas

(Sykes et al., 2005).

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Distribucion geografica

Los micoplasmas hemotropicos, incluyendo M. haemocanis y “Ca. M. haematoparvum”,
presentan distribucion mundial, habiéndose descrito casos en todos los continentes. De forma

general, M. haemocanis es la especie mas prevalente (Barker y Tasker, 2016).

En los diferentes estudios epidemioldgicos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), la prevalencia notificada para la hemoplasmosis canina varia ampliamente, con rangos
que oscilan entre el 1,2% (Wengi et al., 2008) y el 56,7 % (Beus et al., 2024). Esta variabilidad
podria atribuirse a distintos factores, como la diferente climatologia de las areas estudiadas, las
caracteristicas de la poblacion muestreada (estado clinico, aptitud o exposicion a ectoparasitos) y

las diferencias en la sensibilidad diagnoéstica de los ensayos de PCR utilizados (Aquino et al.,



2016; Novacco et al., 2010). En relacion con esto, se ha sugerido que la marcada variacion
geografica puede responder a la mayor o menor presencia del vector propuesto como transmisor
de los hemoplasmas caninos, Rhipicephalus sanguineus (Seneviratna et al., 1973); asi, la
prevalencia demostro ser superior en paises con climas que favorecen la existencia de este vector
(Wengi et al., 2008). Respecto a nuestro pais, los escasos estudios realizados sefialan también
prevalencias variables, que se sittian entre el 2,5 - 14,3 % (Novacco et al., 2010; Roura et al.,

2010).

1.2.2 Hospedadores

Tradicionalmente, se ha considerado que los hemoplasmas son especificos de hospedador (do
Nascimiento et al., 2012). Sin embargo, diversos trabajos han demostrado que pueden ser
detectados en diferentes especies de hospedadores. De esta manera, ademas de M. haemocanis 'y
“Ca. M. haematoparvum”, otras cuatro especies de hemoplasmas que usualmente infectan a otros
animales también han sido detectadas en la especie canina (Tabla 1). Asi, “Ca. M.
haemominutum”, que infectan fundamentalmente a los gatos, se encontrdé en muestras de sangre
de perros en Japon y China (Obara et al., 2011; Zhuang et al., 2009), y “Ca. M. turicensis”,
también propio de la especie felina, se encontré en Chile (Soto et al., 2017). En EE.UU., M. ovis,
comun en cabras y ovejas, se detectd en muestras de perros con hemangiosarcoma esplénico
(Varanat et al., 2011), y en Australia, “Ca. M. haemobos”, que infecta mayoritariamente al ganado
vacuno, se detectd en dos muestras de sangre de la especie canina (Hii ef al., 2012, 2015). No
obstante, la importancia clinica de estas especies de hemoplasmas en perros alin no esta clara

(Sykes y Tasker, 2014).

Tabla 1. Principales especies de micoplasmas hemotropicos de importancia

veterinaria. Elaborado a partir de Quiroz-Castafieda et al. (2020).

Hospedador principal Especie de micoplasma hemotrépico

Mpycoplasma haemocanis

Perro
Candidatus Mycoplasma haematoparvum
Mycoplasma haemofelis
Gato Candidatus Mycoplasma haemominutum
Candidatus Mycoplasma turicensis
Mycoplasma wenyonii
Vacuno Ve 4

Candidatus Mycoplasma haemobos

Mycopl ]
Ovino y Caprino yeoptasma ovis

Candidatus Mycoplasma haemovis

Mycoplasma suis
Porcino v

Mycoplasma parvum



1.2.3 Transmision

El mecanismo de transmision de los micoplasmas hemotropicos en perros no esta completamente

esclarecido, y se especula con que existen diferentes vias implicadas (Barker y Tasker, 2022).

- Transmisién mediante vectores artrépodos. La garrapata marrdn del perro, Rhipicephalus
sanguineus, fue propuesta por Seneviratna et al. (1973) como un vector significativo para la
transmision de M. haemocanis. Esta hipotesis fue respaldada por estudios epidemioldgicos
posteriores, en los que se observo una fuerte correlacion entre la presencia de R. sanguineus 'y
la incidencia de infecciones por hemoplasma (Inokuma et al., 2006; Novacco et al., 2010;
Roura et al., 2010; Wengi et al., 2008). Sin embargo, solamente uno de los diversos estudios
moleculares realizados para demostrar la presencia de hemoplasmas caninos en estas
garrapatas ha tenido éxito, a excepcion de uno de ellos (Do et al., 2021). Esta observacion,
unida a que no parece existir transmision transestadial de estos patdogenos en condiciones de
campo en esta especie (Aktas y Ozubek, 2017), sugiere que es poco probable que R.
sanguineus actie como vector bioldgico, aunque esto no descarta que tenga un papel como
vector mecanico. Por otra parte, un estudio en Corea del Sur (Guk-Hyun et al., 2017) demostro
una alta prevalencia de hemoplasmosis canina en un area con baja presencia de R. sanguineus,
sugiriendo la posible implicacion de otras especies de garrapatas en la transmision de estos

patogenos.

Las pulgas también podrian actuar como vectores en los perros, tal y como ocurre en el gato
(Woods et al., 2005). La especie de pulgas mas cominmente encontrada en perros y gatos,
tanto en Europa como en otras regiones del mundo, es Ctenocephalides felis (Galvez et al.,
2017), y esta pulga ha sido confirmada como vector transmisor de los hemoplasmas felinos
(Woods ef al., 2005), por lo que podria estar contribuyendo igualmente a la transmision en el
perro. En este sentido, Soares ef al. (2016) encontraron que tres de cuatro perros infectados
con M. haemocanis tenian antecedentes de infestacion por pulgas, y Beus et al. (2024)
asociaron la infestacion por pulgas como un factor de riesgo para la infeccion por
hemoplasmas en perros, encontrando ademas ADN de estos micoorganismos en las especies
Pulex irritans y Ctenocephalides canis (Beus et al., 2024). Por ultimo, cabe mencionar que
Novacco et al. (2010) demostraron una asociacion entre la infestacion por sarna y la
hemoplasmosis canina, por lo que se sugirio que los acaros también podrian desempefar un
papel en la transmision mecanica de estos patdgenos. Sin embargo, esta asociacion también
podria explicarse por un sistema inmunitario menos eficiente en los animales infestados

(Duclos et al., 1994).

Transmision vertical. Este modo de transmision no ha sido probado experimentalmente, pero
se sugirid tras comprobarse en un estudio que parte de la descendencia de una perra infectada

por M. haemocanis también era positiva a este patdogeno, aunque la posibilidad de transmision



perinatal no se pudo descartar (Lashnits ez al., 2019). Con todo, es razonable sospechar la
transmision vertical de los micoplasmas hemotropicos, dado que es un modo de transmisioén
importante para otros patdgenos que infectan los glébulos rojos de los perros, como Babesia

canis'y Babesia gibsoni (Mierzejewska et al., 2014).

Transmisiéon por mordeduras o interacciones agresivas. Este modo de transmision fue
inicialmente sugerido por Sasaki ef al. (2008), quienes notificaron una mayor prevalencia de
infeccion por hemoplasmas en perros de pelea en Japon, y fue posteriormente respaldado por
Cannon et al. (2016) durante una investigacion en perros de pelea en Estados Unidos. Ademas,
Huggings et al. (2023) relacionaron el aumento en las infecciones por hemoplasmas con las
interacciones agresivas entre perros de una poblacion cerrada sometida a tratamiento
ectoparasiticida. Esta via de transmision también fue apoyada por Barker et al. (2010), quienes
encontraron una mayor prevalencia de hemoplasmas en perros machos rurales de Tanzania
que deambulaban libremente y se involucraban en peleas, y por de Faria Valle et al. (2014),
quienes vincularon la presencia de heridas de mordedura en los perros con una mayor

prevalencia de micoplasmas hemotrdpicos.

- Transmision iatrogénica. Los hemoplasmas caninos pueden ser transmitidos mediante la
administracion parenteral de sangre infectada. Asi, se han documentado casos de infecciones
por hemoplasmas caninos asociadas a transfusiones sanguineas (Kim et al., 2020; Lester et
al., 1995; Nury et al., 2021), y en algunos estudios experimentales se emple6 la inyeccion
intravenosa de sangre infectada para inocular el patdogeno a animales sanos (Pyor y Bradbury,
1975; Wright, 1971). Ademas, en un estudio que analizd concentrados de hematies caninos
almacenados a 4° C en solucion de citrato fosfato dextrosa adenina (CPDA-1), se demostrd
mediante PCR la presencia de ADN de M. haemocanis durante un periodo de 29 dias, y se
observd un aumento gradual en su concentracion durante este periodo. En este mismo trabajo,
también se detectaron alteraciones metabdlicas en dichos concentrados, incluyendo una rapida
deplecion de glucosa y un aumento en los niveles de lactato, lo que sugiere la viabilidad y, por

ende, la transmisibilidad del patogeno mediante esta via (Camargo Castillo ef al., 2023).

1.2.4 Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados a la infeccion por micoplasmas hemotropicos en el perro son
numerosos y varian entre los estudios realizados. Algunos autores sostienen que esta variabilidad
podria estar relacionada con la existencia de factores de confusion o asociaciones débiles entre
estos y las prevalencias detectadas (Ravagnan ef al., 2017), si bien podria ser también el reflejo
de las diferencias en cuanto a la poblacion estudiada (animales sanos vs. animales con
sintomatologia) o el estilo de vida de los animales (ambiente rural vs. areas urbanas) (da Costa

Vieira et al., 2015).



El factor de riesgo mas constante en los diferentes estudios es aquel relacionado con el estilo de
vida de los animales. Los perros procedentes de colectivos como protectoras y criaderos, asi
como aquellos asilvestrados o vagabundos, presentan un mayor riesgo de contraer infecciones
por hemoplasmas. Esto se ha atribuido a la mayor densidad de animales y a una mayor exposicién
a vectores artropodos en estos grupos, que podria aumentar la tasa de transmision de hemoplasmas
entre perros. También se ha atribuido a una mayor posibilidad de transmisiéon mediante
interacciones agresivas (Aktas y Ozubek, 2018; de Faria Valle et al., 2014; Kemming et al.,
2004a; Novacco et al., 2010; Ravagnan ef al., 2017).

Por otra parte, diversas investigaciones han relacionado la presencia de garrapatas en perros
con una mayor tasa de infeccion por micoplasmas hemotrépicos, con Odds Ratio que oscilan entre
3,7 —4.,4 (Aktas y Ozubek, 2018; de Faria Valle et al., 2014; Happi et al., 2018), lo cual se explica
por su papel como vector transmisor. Sin embargo, otros estudios no han podido establecer esta

relacion (Aquino ef al., 2016; Barker et al., 2010).

Respecto al sexo y edad, los resultados varian ampliamente entre las diferentes investigaciones.
Algunos estudios han demostrado que los perros machos tienen una mayor probabilidad de ser
positivos a hemoplasmas (Barker et al., 2010; Sasaki et al., 2008; Soto ef al., 2016), lo cual se
asoci6 al mayor riesgo de contagio durante el contacto agresivo, mas frecuente en este sexo (Aktas
y Ozubek, 2017). Por otra parte, los perros de mayor edad también mostraron una mayor
positividad a micoplasmas hemotropicos, explicada por una mayor exposicion al patdogeno a lo
largo de su vida o por un curso cronico de la infeccion (Aktas y Ozubek, 2018; Soto et al., 2017).
No obstante, otros estudios no encontraron ninguna asociacion entre el sexo y la edad respecto a
la infeccion por hemoplasmas (Aktas y Ozubek, 2017; Happi et al., 2018; Novacco et al., 2010;
Ravagnan et al., 2017; Roura et al., 2010; Wengi et al., 2008).

En relacion con la raza, Novacco et al. (2010) sefalaron que los animales mestizos tenian un
mayor riesgo de presentar una infeccion por hemoplasmas; sin embargo, la mayoria de los perros
mestizos de este estudio procedian de diferentes colectivos caninos, con lo que la variable “raza”
podria actuar como un factor de confusion. Por otra parte, Cannon ef al. (2016) establecieron que
las razas de perros utilizadas ilegalmente en peleas presentaban un mayor riesgo de infeccion por
micoplasmas hemotropicos. No obstante, dado que la mayoria de los perros usados en estas
actividades son machos, de mayor tamafio y mas agresivos, es posible que exista también cierto

efecto confusor entre estas variables.

La coinfeccion con otros patégenos o patologias también se ha relacionado con una mayor
probabilidad de infeccion por hemoplasmas. Asi, la coinfeccion con otros hemopatdgenos
transmitidos por vectores, como Babesia spp. y Anaplasma spp., se ha sefialado como un posible

factor de riesgo para la infeccion por hemoplasmas en perros (Aktas y Ozubek, 2018; Cannon et



al., 2016; Hii et al., 2012; Roura et al., 2010). De manera similar, la infestacion por acaros de la
sarna (Novacco ef al., 2010) y las enfermedades neoplasicas (de Faria Valle et al., 2014) parecen
tener también cierta relacion con la aparicion de micoplasmosis hemotrdpica en esta especie, lo
que parece sugerir que el estado general del sistema inmune es relevante para el padecimiento de

esta infeccion.

1.3 Patogenia

El mecanismo responsable del dafio inducido por los micoplasmas hemotropicos en los eritrocitos
aun no ha sido completamente esclarecido para las especies que afectan al perro (Pitorri et al.,
2012). Hasta donde se conoce en estas y otras especies de hemoplasmas, estos microorganismos
se adhieren a la superficie de los globulos rojos del hospedador y se multiplican por fisién binaria
a expensas de los nutrientes proporcionados por la célula hospedadora, entre los que se incluyen
fosfolipidos y colesterol de la membrana del eritrocito (Messik, 2004). Este proceso genera dafios
directos en la membrana eritrocitaria, alterando su morfologia y reduciendo su capacidad de
deformacion. Estos cambios favorecen la fragilidad de los globulos rojos, lo que puede interferir
en la perfusion tisular y la liberacion de oxigeno a nivel microcirculatorio (Barker y Tasker, 2016;
Kemming et al., 2004b; Venable et al., 1968). Ademas, la adhesion del patogeno a los eritrocitos
parece dar lugar a la exposicion de ciertos antigenos eritrocitarios, desencadenando asi una
reaccion inmunomediada por parte del hospedador, con la consiguiente produccion de anticuerpos

y destruccion de los eritrocitos infectados (Harvey, 2008; Zobba et al., 2020).

En general, cuando la infeccion ocurre en un animal inmunocompetente y no esplenectomizado,
los globulos rojos infectados son secuestrados y fagocitados por los macrofagos del bazo,
resultando en una disminucion del nivel de infeccion. Asi, estos animales tipicamente
desarrollaran una infeccion sin signos clinicos evidentes (Maede, 1979, revisado por Neimark et
al., 2001). En cambio, en un animal esplenectomizado (Hulme-Moir et al., 2010; Kemming et al.,
2004b; Lapsina et al., 2023; Lester et al, 1995; Pitorri et al., 2012; Zobba et al., 2020) o
inmunodeprimido (Gretillat 1981; Kim et al., 2020) los eritrocitos infectados no son captados por
los macrofagos, sino que permanecen en la circulacion, favoreciendo el desarrollo de una
infeccion aguda manifiesta (Neimark ef al., 2001). Asimismo, cuando un paciente con una
infeccion cronica asintomatica se somete a la extirpacion del bazo, a menudo esto resulta en la
aparicion de un gran nimero de eritrocitos infectados en la circulacion y el desarrollo de una
anemia hemolitica aguda; cuando esto sucede, los sintomas pueden aparecer rapidamente (1-2
semanas) o de manera mas gradual (4-9 semanas) (Brinson y Messick, 2001; Kemming et al.,

2004b; Lapsina et al., 2023).

En resumen, la hemolisis que se produce en una infeccion por micoplasmas hemotropicos se

atribuye a los efectos de la adhesion, a la fagocitosis de los eritrocitos parasitados por parte del



sistema reticuloendotelial (hemolisis extravascular) y a la destruccién inmunomediada de los
mismos (hemolisis intravascular), aunque esta ultima se considera poco frecuente en la especie

canina (Barker y Tasker, 2016; Warman ef al., 2010).

1.4 Signos clinicos

Tal y como se ha explicado anteriormente, el curso clinico de la hemoplasmosis canina varia
desde la infeccion cronica asintomadtica hasta la infeccion aguda con sintomatologia manifiesta.
Lo mas habitual es que en el perro las infecciones cursen de manera subclinica, y que so6lo
desarrollen signos clinicos aquellos que presentan un historial de esplenectomia, infecciones
concurrentes o inmunosupresion (Messick, 2004; Sykes et al., 2005). Sin embargo, también se
han reportado casos de hemoplasmosis con sintomatologia clinica en perros inmunocompetentes
y con el bazo intacto (Garcia Luccioni y Rodriguez Lopez, 2018; North, 1978; Sharifiyazdi et al.,
2014).

Los signos clinicos asociados a la hemoplasmosis aparecen como resultado del cuadro anémico
asociado e incluyen principalmente letargia, inapetencia y palidez de mucosas, asi como fiebre
intermitente, pérdida de peso y deshidratacion. En animales con anemia severa, también puede
aparecer taquicardia, taquipnea y pulso débil, siendo infrecuente el desarrollo de ictericia (Barker

y Tasker, 2022).

1.5 Diagnostico

1.5.1 Hemograma y bioquimica

En la mayoria de casos, los perros con infeccion cronica suelen presentar valores de hemograma
dentro de los limites de referencia. Sin embargo, cuando aparece sintomatologia clinica,
tipicamente se observa una anemia regenerativa de moderada a severa. Ocasionalmente, la anemia
puede no ser regenerativa si no ha transcurrido suficiente tiempo desde la infeccion para que la
médula 6sea desarrolle una respuesta, o como resultado de una enfermedad concomitante. En
cuanto a los leucocitos, no se observan hallazgos caracteristicos: el recuento de neutrofilos puede
ser normal, elevado o bajo, y en ocasiones se observa linfopenia. Respecto al recuento plaquetario,
es frecuente encontrar trombocitopenia, aunque los valores pueden encontrarse dentro del

intervalo de referencia (Sykes y Tasker, 2014).

En la mayoria de pacientes los hallazgos del perfil bioquimico no son significativos, aunque en
algunos casos se ha descrito un incremento de las enzimas hepatocelulares como resultado del
dafio hipoxico al tejido hepatico, asi como hiperbilirrubinemia secundaria a la hemolisis y

azotemia prerrenal asociada a la deshidratacion (Barker y Tasker, 2016).



1.5.2 Examen citoldgico

La identificacion de micoplasmas hemotropicos mediante microscopia dptica en frotis sanguineos
es posible, pero presenta una sensibilidad baja (0-37%), ya que para lograr su visualizacion es
necesario que estén presentes en sangre una gran cantidad de microorganismos. Su especificidad
también es limitada, ya que es necesario distinguir los hemoplasmas de posibles precipitados de
tincion, artefactos de desecacion y pequefios cuerpos de Howell-Jolly. Desde un punto de vista
técnico, para llevar a cabo este método diagnostico debe emplearse sangre fresca, ya que las
bacterias tienden a desprenderse de los eritrocitos a las pocas horas de la extraccion. Asimismo,
la muestra debe tefiirse de forma cuidadosa para evitar la aparicion de falsos positivos asociados
a artefactos de tincion. Las tinciones de tipo Romanowsky son las mas utilizadas para este

proposito (Sykes y Tasker, 2014).

Tipicamente, los micoplasmas se visualizan en la superficie de los globulos rojos, de forma
individual, en pares, o agrupados formando cadenas. En relacion con esto, M. haemocanis tiene
cierta tendencia a agruparse en cadenas (Figura 1), por lo que la identificacion de figuras
compatibles es relativamente mas sencilla; en cambio, “Ca. M. haematoparvum”, con su menor
tamaio (0,3 um) y una disposicion tipicamente individual o en pares, tiende a pasar desapercibido
con mayor facilidad (Barker y Tasker, 2022; Messick y Harvey, 2012). Ademés de la
visualizacion del patdgeno, en el examen citologico también se pueden observar hallazgos tipicos
de la enfermedad, como anisocitosis, policromasia, visualizacion de cuerpos de Howell — Jolly y

presencia de autoaglutinacion (Sykes y Tasker, 2014).

Figura 1. Frotis de procedente de un paciente canino infectado por M.
haemocanis. Tincion Diff-Quick, 100X. Las flechas negras sefialan la
disposicion individual de los microorganismos a lo largo de la superficie
eritrocitaria, mientras que las flechas rojas muestran su agrupacion caracteristica
en cadenas. Extraido de Kim et al. (2020).
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Lareaccion en cadena de la polimerasa es la prueba de eleccion para el diagnostico de la infeccion
por micoplasmas hemotrépicos en el perro, ya que presenta una sensibilidad muy superior a la
citologia. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la PCR podria no detectar organismos
en estados de infeccidn subclinica, donde el animal presenta un bajo niimero de microorganismos

en la sangre (Barker y Tasker, 2022; Criado — Fornelio et al., 2003; Jensen et al., 2001).

Se pueden emplear tanto la PCR convencional como la PCR en tiempo real (QPCR) (Barker e?
al., 2010; Criado — Fornelio et al., 2003; Sharifiyazdi et al., 2016; Willi et al., 2009). En su
mayoria, los ensayos se basan en la deteccion de segmentos del gen ARNr 168S especificos, pero,
mientras que la PCR convencional s6lo informa sobre la presencia del patégeno, la qPCR aporta
ademas informacion cuantitativa, permitiendo realizar un seguimiento de la infeccion y evaluar
la respuesta al tratamiento (Pitorri et al., 2020). No obstante, debido al frecuente caracter
subclinico de la hemoplasmosis en perros, un resultado positivo de PCR debe interpretarse con
cautela, considerando siempre los signos clinicos, el historial del paciente y la posible presencia

de enfermedades concurrentes o estados de inmunosupresion (Barker y Tasker, 2022).

1.6 Tratamiento

En cuanto a la terapia antimicrobiana especifica, el empleo de tetraciclinas (doxiciclina,
oxitetraciclina) o fluoroquinolonas (enrofloxacina, marbofloxacina) durante 3 — 4 semanas se
asocia de manera general con una mejoria clinica, aunque no siempre logra la eliminacion
completa de la infeccion (Barker y Tasker, 2022; Hulme — Moir et al., 2010; Kim et al., 2020;
Lapsina et al., 2023; Pitori et al., 2012). Normalmente, la doxiciclina es el farmaco de primera
eleccion, y se administra a una dosis de 5 - 10 mg/kg cada 24 horas por via oral (Messick, 2003;
Zobba et al., 2020). En algunos casos, los tratamientos se extienden durante 6 — 8 semanas para
incrementar la probabilidad de erradicar la infeccion; sin embargo, no existe ningin plan
terapéutico que garantice la eliminacién completa de la infeccion por micoplasmas hemotropicos
en ninguna especie. Dado que la respuesta al tratamiento no puede predecirse de manera empirica,
idealmente deberia monitorizarse mediante qPCR para asegurar que el nimero de
microorganismos estd disminuyendo. No obstante, esto puede no ser necesario si el animal

muestra una respuesta rapida favorable al tratamiento (Barker y Tasker, 2022).

Ademas de la terapia especifica, en algunos casos puede ser necesario un tratamiento de soporte.
Por ejemplo, el empleo de glucocorticoides se ha sugerido para abordar el posible componente
inmunomediado de la anemia; no obstante, su uso genera controversia, ya que, por un lado, su
administracion a dosis inmunosupresoras ha demostrado inducir un aumento en el numero de

hemoplasmas (Tasker, 2020) y, por otro, la mayoria de perros no suelen mostrar dicho



componente inmunomediado (Barker y Tasker, 2016, Warman et al., 2010). Por lo tanto, su
utilizacidn rutinaria no esta recomendada, reservandose para aquellos casos en los que el animal
no responde a la terapia antimicrobiana o presenta evidencia de anemia inmunomediada. El
tratamiento de soporte también incluye la administracion de fluidoterapia intravenosa para
corregir la deshidratacion, asi como la transfusion de sangre o de concentrado de hematies en
aquellos animales que presenten signos de anemia descompensada (taquicardia, debilidad,

taquipnea, acidosis metabolica) (Barker y Tasker, 2022).

En general, si se instaura el tratamiento adecuado, el prondstico de la hemoplasmosis en perros
suele ser favorable, mostrando una mejoria clinica en 2 -3 dias (Tasker, 2020). En algunos casos,
los animales son refractarios a la terapia antimicrobiana inicial, lo cual puede requerir el cambio
de antibidtico o la adicion de un segundo antimicrobiano (Hulme — Moir et al, 2010). Sin
embargo, a pesar de lograr la remision de la enfermedad, en muchos casos los animales contintian

infectados como portadores cronicos (Barker y Tasker, 2022; Zobba et al. 2020).

1.7 Prevencion y control

En la actualidad no existen vacunas comerciales especificas disponibles para prevenir las
infecciones por micoplasmas hemotropicos en ninguna especie. Por tanto, se debe considerar
como medida preventiva principal el control de los vectores mediante la desparasitacion regular
contra ectoparasitos (Barker y Tasker, 2016; 2022). Se recomienda especialmente el uso de
ectoparasiticidas del grupo de las isoxazolinas como fluralaner y lotilaner, ya que, ademas de ser
efectivos frente a pulgas y garrapatas, también lo son contra los acaros de la sarna, que han sido
asociados como un factor de riesgo para la hemoplasmosis canina (Novacco et al., 2010; Zhou et
al., 2022). Asimismo, en los colectivos donde la infeccion sea endémica, se recomienda evitar las
interacciones agresivas entre perros, dado que estas pueden facilitar la transmision del patdogeno

(Huggings et al., 2023).

Por otra parte, dada la posibilidad de transmision iatrogénica, es recomendable realizar pruebas
de deteccion de hemoplasmas mediante PCR en perros que actien como donantes de sangre
(Sykes y Tasker, 2014), especialmente en paises con altas tasas de prevalencia, si el donante tiene
un historial de exposicion a vectores artropodos o si el perro receptor ha sido esplenectomizado
(Wengi et al., 2008). De igual manera, se deberia considerar la realizacion rutinaria de PCR para
la deteccidén de hemoplasmas en pacientes que vayan a ser esplenectomizados o que estén bajo
tratamiento con farmacos inmunosupresores, con el fin de prevenir el recrudecimiento de una

posible infeccion cronica (Brinson y Messick, 2001).



2. OBJETIVOS

Con lo que se ha descrito anteriormente, los objetivos propuestos en el presente Trabajo de Fin

de Grado fueron los siguientes:

- Estudiar la presencia de diferentes especies de micoplasmas hemotropicos en perros de

Galicia con sospecha clinica de infeccién por hemopatdgenos.

- Determinar la influencia de la edad, el sexo, la aptitud y la coinfeccion con Babesia spp.

sobre la presencia de micoplasmas hemotrépicos en perros.

- Evaluar la relacion entre la infeccion simple por micoplasmas hemotropicos y la coinfeccion
con Babesia spp. con respecto al valor de hematocrito en perros con sospecha de infeccion

por hemopatdgenos.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Origen y caracteristicas de las muestras incluidas

El presente estudio se llevd a cabo entre diciembre de 2023 y marzo de 2024. Durante este
periodo, se analizaron un total de 60 muestras de sangre de perros procedentes de diferentes

municipios de Galicia, en su mayoria de la provincia de Lugo (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de Galicia mostrando la localizacion de los municipios de
procedencia de los perros muestreados. Los diferentes tonos de azul/ gris y su nimero
correspondiente indican la cantidad de muestras recolectadas en cada municipio.

Las muestras de sangre incluidas en este trabajo habian sido recolectadas previamente, entre los
afios 2021 y 2022, gracias a la colaboracion de dos clinicas veterinarias ubicadas en el area de
Lugo. En estas clinicas, se seleccionaron aquellos animales que acudian a consulta con sospecha
de infeccion por hemopatogenos, basandose en la presencia de signos clinicos compatibles
(mucosas palidas, anorexia, decaimiento) e historial de exposicion a ambientes con presencia de
vectores. Las muestras se obtuvieron mediante puncion venosa y se enviaron en refrigeracion al
laboratorio del grupo INVESAGA de la Facultad de Veterinaria de Lugo en tubos con
anticoagulante EDTA. Las clinicas de origen registraron la edad, sexo y aptitud de cada animal
muestreado, y esta informacion fue recogida en una base de datos. Adicionalmente, se adjunto el
hemograma de cada animal, obtenido en ambas clinicas con el analizador hematologico ProCyte
Dx, IDEXX. Se registro el valor de hematocrito en esta misma base de datos datos, y se
consideraron anémicos aquellos animales con un valor inferior al 37,3% de acuerdo con los
valores de referencia indicados por el fabricante. En seis animales no fue posible recoger esta

informacion.



Una vez en el laboratorio y siempre en las 48 horas posteriores a la recogida, las muestras de
ADN se sometieron a una extraccion de ADN con un kit comercial (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), y posteriormente se
analizaron para la presencia de Babesia spp. mediante PCR convencional dentro del marco de
otro proyecto de investigacion, caracterizando aquellas muestras positivas hasta el nivel de
especie. De esta manera, para el presente estudio se dispuso de dichas extracciones de ADN, que
se encontraban almacenadas a -20 °C, asi como del resultado de la presencia de Babesia spp. en

las mismas y su identificacion a nivel de especie.

3.2 Analisis de laboratorio
3.2.1 PCR convencional

Las muestras de ADN obtenidas previamente se analizaron mediante PCR convencional para la
deteccion de micoplasmas hemotropicos. Para ello, se emplearon cebadores previamente descritos
que emplean como diana el gen ARNr 16S y que permiten amplificar cualquier especie de
hemoplasma (Criado — Fornelio et al., 2003). Los reactivos empleados para la realizacion de la
PCR y la concentracion de cada uno pueden observarse en la tabla 2. El procedimiento completo

de PCR se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Preparacion de la mezcla maestra (Master Mix). Se prepard una mezcla maestra con los
reactivos necesarios para la reaccion de PCR. Cada reactivo se afiadié en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, utilizando las concentraciones finales que se detallan en la Tabla
2. A continuacion, la mezcla se homogeneizd en un agitador de tubos y se centrifugd a
13000 rpm durante 10 s.

2. Preparacion de los tubos de reaccion. Se rotulé un nimero de microtubos de 0,2 ml
equivalente al nimero de muestras a procesar, y a continuacion se anadieron 47 pl de la
Master Mix a cada uno de ellos. Posteriormente, se agregaron 3 ul de muestra de ADN o
control positivo/negativo a su tubo correspondiente, para un volumen final por muestra de
50 pl. Como control negativo se empled agua bidestilada estéril (MO BIO Laboratories
Inc., Carlsbad, EE.UU.), y como control positivo se utilizo una muestra positiva a
Mycoplasma wenyonii previamente identificada mediante secuenciacion. Una vez

preparados, los tubos se centrifugaron a 1600 rpm durante 1 minuto.

3. Amplificacién por PCR. Los tubos de reaccion se introdujeron en un termociclador Bio-
Rad T100 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EE.UU.) para llevar a cabo la
amplificacion del ADN presente en las muestras. El protocolo térmico empleado se detalla

en la Tabla 3.



Tabla 2. Listado de reactivos empleados para la preparacion de la Master Mix.

. Concentracion Concentracion Volumen final /
Reactivo . .. iy
inicial final reaccion
1

Cl:Mg 50 mM 1,5 mM 1,5 ul
Tampén Tris — HCI! 10 x 1x 5ul
Desoxirribonucleétidos-trifosfato (ANTPs)
NZYMix! 2mM 200 mM 5ul
Cebador Forward:
ATACGGCCCATATTCCTACG? 10uM 1uM > ul
Cebador Reverse:
TGCTCCACCACTTGTTCA? LBt LRt gl
Taq polimerasa NZYTaq DNA Polymerase! 50/ pl 2,50 0,5 ul
Agua bidestilada estéril’ - - 25 ul
TOTAL 47 Wl

! Suministrados por NZYTech Lda. (Lisboa, Portugal).
2 Descritos por Criado-Fornelio ef al., 2003. Suministrados por Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Alemania).
* Suministrado por MO BIO Laboratories Inc. (Carlsbad, EE. UU).

Tabla 3. Protocolo térmico empleado para la amplificacion de ADN.

Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 5 min 1
95 °C 30s
60 °C 45s 40
72 °C 45s
72 °C 10 min 1

4. FElectroforesis en gel de agarosa. Una vez completada la amplificacion, se realizd una

electroforesis visualizar los productos de PCR. El procedimiento empleado fue el siguiente:

- Preparacion del gel de agarosa. Se utilizaron geles de agarosa al 1%, preparados
mezclando 60 ml de tampon TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA, PanReac-AppliChem,
Barcelona, Espafia) con 0,6 g de agarosa (Agarose electrophoresis grade, NZY Tech Lda.,
Lisboa, Portugal). La mezcla se calentd y homogeneizd hasta estar completamente
transparente, y a continuacion se enfrio bajo agua fria y se afiadieron 3 ul de RedSafe™
(iNtRON Biotechnology Inc., Seul, Corea del Sur), un colorante que se une de manera
inespecifica a las cadenas de ADN permitiendo su visualizacion después de excitarlo bajo
luz ultravioleta. La mezcla se vertid6 en un soporte nivelado con un peine colocado

previamente, y se dejo solidificar durante 40 minutos.



- Carga de muestras. Una vez solidificado el gel, se retir6 el peine, formandose asi los
pocillos. El gel se colocd en una cubeta de electroforesis y se cubrié con una solucion
TAE 1x. Se cargaron 5 pl del marcador de peso molecular (NZYDNA Ladder V, 100-
1000 bp, NZYTech Lda., Lisboa, Portugal) en el primer pocillo del gel. En una placa de
microtitulacion, se afiadieron 2 pl de tampon de carga (6x NZYDNA loading dye,
NZYTech Lda., Lisboa, Portugal) y 10 ul de cada producto de PCR, y luego se cargo todo

el volumen en los pocillos correspondientes del gel de agarosa.

- Electroforesis. Una vez cargadas todas las muestras, se cerrd la cubeta y se configuraron

los parametros de electroforesis: 100 V, 400 mA, 37 min.

- Visualizacion y analisis de resultados. El gel de agar se reveld en el analizador de
imagen GelDoc Go (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EE.UU.) para visualizar las
bandas de ADN. Se consideraron positivas aquellas muestras con bandas a la misma
altura que el control positivo y que correspondian aproximadamente con un peso de 600-

700 pares de bases (pb) segun el marcador de peso molecular (Figura 3).

C+ MPO1 MPO2 MPO3 MP04 MPO5 MP0O6 MPO7 MPO8 MP0O9 MP10 MP11 MP12 MP15

o — F—

MP16 MP17 MP18 MP19 MP21 MP22 MP23 C.NEG

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR
amplificados con cebadores especificos para Mycoplasma spp. Primer y ultimo
carril: marcador de peso molecular de 100 a 1000 pb; C+: control positivo; C. NEG:
control negativo; MPO1 — MP23: muestras problema.

3.2.2 Secuenciacion del ADN

Una vez completado el analisis de las muestras, aquellas que resultaron positivas se remitieron a
un laboratorio externo (STAB Vida Lda., Caparica, Portugal) donde fueron purificadas y
secuenciadas mediante el método Sanger. Una vez procesadas, este laboratorio proporcion6 dos
cromatogramas para cada muestra, uno forward y otro reverse. Un cromatograma es una
representacion grafica de una secuencia de ADN, en la que cada pico y su color correspondiente

indican el nucleétido identificado para cada posicion.



A continuacién, se empleo el programa ChromasPro 2.1.4 (Technelysium, Brisbane, Australia)
para ensamblar los dos cromatogramas obtenidos para cada producto de PCR, generando asi una
unica secuencia consenso (Figura 4). Estas secuencias se revisaron manualmente para corregir
ambigiiedades en la asignacion de bases y eliminar las regiones de baja calidad presentes al inicio

y final de estas. Las secuencias consenso editadas se guardaron en formato FASTA.

ChromasPro - [XianaProject.gp : M0 - x
ject.gpj
ZZ File Edit Analysis Options View Window Help e x

= H 2 M HE | ? ®

i
c 2

o
-
-
-
-

0
[}
Az

5

-
-
e
o -

-

c
12095901 _C5 MOO+MR<. . . . . . . . « . .« 4 4 o e e e e e eowo. T
12096504 D10 MS0+MF

|2095901_C5_M50+MR <

12096504_D10_MS0+MF

Ready Base 1 Quality 17 OVR

Figura 4. Vista del ensamblaje de los cromatogramas mediante el programa ChromasPro 2.1.4.

3.3 Analisis filogenético

3.3.1 Identificacion de las especies de micoplasmas hemotropicos

Cada secuencia consenso obtenida se compar6 con secuencias de referencia previamente descritas
y publicadas en la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Cada una de las secuencias del estudio se identifico

como la especie de Mycoplasma spp. mas proxima segun el porcentaje de homologia obtenido.

3.3.2 Alineamiento y construccion del arbol filogenético

Para la construccion del arbol filogenético, primero se realizo el alineamiento de las secuencias
consenso obtenidas. Se utilizo el programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis X (MEGA
X) (Kumar et al., 2018), seleccionando el algoritmo de alineamiento ClustalW. Las secuencias

fueron revisadas y recortadas manualmente para asegurar que todas tuviesen la misma longitud
(628 pb).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Ademas de las secuencias obtenidas en este trabajo, también se incluyeron en el alineamiento
diferentes secuencias nucleotidicas de referencia de la base de datos GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), correspondientes a diferentes especies de micoplasmas

hemotrdpicos. Adicionalmente, se incluy6 la secuencia de una especie de micoplasma no
hemotrépico (Mycoplasma bovis), filogenéticamente mas distante del grupo de interés, para
emplearla como raiz del arbol filogenético. La informacién de estas secuencias se describe en la

Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de referencia empleadas para la construccion del arbol filogenético, obtenidas de
la base de datos GenBank.

Cédigo de acceso

Mycoplasma spp. Secuencia empleada
oo PP P GenBank
L L
Mycoplasma haemocanis Isol.'?lte cupsd254 16S ribosomal RNA gene MZ221174
partial sequence
Mycoplasma haemofelis 16S ribosomal RNA gene partial sequence EU145745
Mpycoplasma wenyonii 16S ribosomal RNA gene partial sequence AY946266
Mycoplasma ovis Isolate TAS 16S ribosomal RNA gene partial JF931135
sequence
Mycoplasma parvum Gen.e for 1§S ribosomal RNA partial sequence AB610850
strain: Morioka9
Mycoplasma suis Stra.in HLJ/2010 16S ribosomal RNA gene KE740480
partial sequence
Candidatus Mycoplasma Isolate cupsd243 16S ribosomal RNA gene MZ221181
haematoparvam partial sequence
Candidatus Mycoplasma
. 16S ribosomal RNA gene partial sequence AY297712
haemominutum
Candidatus Mycoplasma turicensis llgellae D) L mbysemnal B0V gons pauiel DQ464425
sequence
Candidatus Mycoplasma :
ycop Isole.lte cattle no. 18 16S ribosomal RNA gene EU367965
haemobos partial sequence
Mycoplasma bovis (outgroup) Strain GDZJMbOVi52014-1 16S ribosomal KM576849
RNA gene partial sequence
Candidatus Mycoplasma haemovis  1s01ate TA3 16S ribosomal RNA gene partial JF931133

sequence

A continuacion, el alineamiento fue importado al programa jModel Test 2.1.10 (Darriba et al.,
2012) para seleccionar el modelo de sustitucion de nucleotidos mas adecuado para la construccion

del arbol filogenético. La seleccion del modelo se realizd en base al criterio estadistico AIC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

(Akaike Information Criterion) implementado en este programa. El modelo de sustitucion GTR +
I+ G (General Time Reversible + Invariant sites + Gamma — distributed) mostrd el menor valor

de AIC, por lo que fue seleccionado para la construccion del arbol.

Finalmente, el arbol filogenético se construy6 utilizando un enfoque bayesiano empleando el
programa MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012). Se implementd el modelo previamente
seleccionado (GTR + I + G) y se configur6 una cadena de Markov-Monte Carlo con 10.000.000
de generaciones y muestreo cada 1.000 generaciones. De esta forma, el arbol consenso final se

construyo a partir de una muestra de 10.000 arboles.

3.4 Analisis estadistico

Con la informacion obtenida para los animales incluidos en el estudio, se elabor6 una base de
datos que incluyo¢ la edad (categorizada en: < 24 meses, > 24 meses), sexo y aptitud (categorizada
en: caza, compaiiia) de los animales, asi como el valor de hematocrito (HCT) y la presencia de

Babesia spp. determinada previamente.

La positividad a micoplasmas hemotropicos se analizé con relacion a los factores: edad, aptitud,
sexo y coinfeccion con Babesia spp. utilizando modelos de regresion logistica. En primer lugar,
se realizo un analisis univariante entre cada uno de los predictores anteriores y la presencia de
hemoplasmas. Aquellos que presentaron un p-valor < 0,1 se seleccionaron para introducirlos en

un modelo multivariante si fuese el caso.

Por otra parte, los datos obtenidos de las mediciones de hematocrito se utilizaron para evaluar la
relacion entre este pardmetro y la presencia de infecciones simples y mixtas con micoplasmas
hemotroépicos y Babesia spp. Para ello, se usaron modelos de regresion lineal donde el valor de
hematocrito fue la variable dependiente, y la existencia de infecciones simples o mixtas con
Mycoplasma spp., Babesia vulpes y Babesia canis fueron las variables independientes de cada

modelo.

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa estadistico R v. 4.4.1 (R Core Team,
2019). El ajuste de los modelos de regresion obtenidos se evalué utilizando el paquete DHARMa
(Harting, 2020) para el mismo programa.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas de la poblacion muestreada

El hematocrito de los animales muestreados presentd una mediana del 28,1% (rango: 11,2% -
41,1%). Se observo una proporcion muy alta de perros con anemia (46/54; 76,7%), lo cual es
esperable dado el criterio de inclusion en el presente estudio. Ademas, se recopild informacion
sobre la edad, sexo, aptitud y presencia de infeccion con Babesia spp. en los animales estudiados.

El nimero de animales analizados en cada categoria de estas variables se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de las 60 muestras caninas recogidas en el
presente estudio: edad, sexo, aptitud e infeccion por Babesia spp.

Variable Numero de animales (%)

Edad

<24 meses 8 (13,3 %)

>24 meses 46 (76,7 %)

Desconocido 6 (10,0 %)
Sexo

Macho 33 (55,0 %)

Hembra ] 21 (35’0 %)

Desconocido 6 (10,0 %)
Aptitud

Caza 16 (26,7 %)

Compania 38 (53,3 %)

Desconocido 6 (10,0 %)
Infeccion por Babesia spp.

Si 36 (60,0 %)

No 24 (40,0 %)

La edad de los perros incluidos en el estudio oscil6 entre 6 meses y 13 afios, con una mediana de
5 afios. La mayor parte fueron > 24 meses (76,7 % frente a 13,3 % < 24 meses), lo cual sugiere
que no hay una sobrerrepresentacion de animales jovenes en la poblacion estudiada. En cuanto al
sexo, la proporcion de machos (55 %) fue superior a la de hembras (35 %). Respecto a la variable
“aptitud”, la mayoria de animales incluidos fueron de compaiiia (53,3 %), y los restantes eran de
caza (26,7 %). Por ultimo, respecto a la infeccion por Babesia spp., un 60 % de los animales

resultaron ser positivos, lo cual es consistente con el tipo de animales estudiados.

4.2 Presencia de micoplasmas hemotropicos

De las 60 muestras, 14 resultaron positivas a diferentes especies de micoplasmas hemotropicos,
(23,3 %). La hemoplasmosis canina no ha sido ampliamente estudiada en Espafia. Solamente
existen dos estudios epidemiologicos realizados para estimar la prevalencia en la poblacion
general de perros. Estos han sido realizados en Catalufia, y no hay informacion previa en Galicia.

Los resultados de estos dos estudios mostraron prevalencias muy variables entre ellos: 14,3 %



(Rouraet al., 2010) y 2,5 % (Novacco et al., 2010). No obstante, Novacco et al. (2010) sefialaron
que el hecho de que los animales recibiesen tratamientos ectoparasiticidas de forma regular y
residiesen en hogares particulares pudo influir en la baja prevalencia obtenida en su estudio. Por

el contrario, estos factores no se evaluaron en el estudio de Roura et al. (2010).

Respecto a otros trabajos mas similares desde un punto de vista metodologico, los resultados del
presente estudio mostraron un porcentaje de animales positivos a micoplasmas hemotropicos
superior. Asi, en animales con signos compatibles con anemia de Francia e Iran se encontré un
7,5 % y un 11,53 % de positividad (Bouzouraa et al. 2017; Hasiri et al., 2016), aunque las

diferencias observadas también se pueden deber a diferentes disefios metodologicos.

Los resultados obtenidos en este estudio no deben interpretarse como un reflejo de la prevalencia
de micoplasmas hemotrdopicos en la poblacion general de perros en Galicia, sino que reflejan la
prevalencia de hemoplasmosis en pacientes caninos con sospecha de infeccion por hemoparasitos.
La prevalencia de hemoplasmas en la poblacion canina general ha sido evaluada en diferentes
paises con diferentes disefios y propoésitos, encontrando valores muy variables (rango: 1,2 % -
56,7 %) (Barker y Tasker, 2022; Beus et al., 2024). Asi, en paises vecinos se reportaron
prevalencias moderadas en Francia (15,4 %) (Kenny et al., 2010) e Italia (9,5 % - 4,5 %) (Novacco
et al.,2010; Ravagnan et al., 2017) y mas altas en Portugal (40 %) (Novacco et al., 2010), aunque
este ultimo estudio presentd un tamafio muestral bajo e incluyd a animales que procedian
solamente de colectividades, lo que puede favorecer una mayor prevalencia (Kemming et al.,
2004; Novacco et al., 2010; Ravagnan et al., 2017). Respecto a otros paises europeos, se
detectaron prevalencias del 15,3 % — 38,3 % en Turquia (Aktas y Ozubek; 2017, 2018), 10,7 %
en Grecia (Hofman et al., 2019) y 1,2 % en Suiza (Wengi et al., 2008). En otras regiones
geograficas mas distantes, se descubrieron prevalencias igualmente dispares: 56,7% en Iran,
39,7 % en Trinidad, 24,8 % Chile, 20 % en Tanzania, 17,9 % en Cuba, 11,9 % -1,3 % en EE.UU.,
11,7 % en Australia y 8,7 % en Sudan (Barker et al., 2010; Beus ef al., 2024; Cannon et al., 2016;
Compton et al., 2012; Hii et al., 2012; Inokuma et al., 2006; Roblejo — Arias et al., 2022; Soto et
al., 2017). En general, las diferentes poblaciones de perros seleccionadas, la distinta climatologia,
el grado de exposicion a ectoparasitos y las diferencias en los ensayos de PCR utilizados en estos
trabajos pueden ser responsables de la variacion observada en la prevalencia (Compton et al.,

2012).

Ademas, la presencia de micoplasmas hemotrdpicos también se ha constatado en canidos
silvestres de Galicia. Asi, en Galicia y Asturias se encontr6 la presencia de M. haemocanis en 6
de 37 lobos (16,2 %) (Millan et al., 2018). Este hallazgo no es sorprendente, ya que el perro y el
lobo estan estrechamente emparentados, y sugiere que podria haber una presencia considerable

de hemoplasmas en el noroeste de Espatfia.



4.3 Especies de micoplasmas hemotropicos y analisis filogenético

Las catorce secuencias nucleotidicas del gen ARNr 16S analizadas mostraron una identidad >98%
con diferentes secuencias previamente descritas y depositadas en el GenBank. Doce de estas
secuencias correspondieron a la especie “Candidatus Mycoplasma haematoparvum” (CMhp),
mientras que solamente dos de ellas resultaron ser Mycoplasma haemocanis (Mhc), suponiendo
esto que el 86 % de los animales positivos estaban infectados por CM#hp, y solo el 14 % por Mhc.
Asi, en los animales analizados se encontraron las dos especies de micoplasmas hemotropicos
consideradas como propias de los perros, con porcentajes de deteccion del 20 % (12/60) para

CMhp y 3 % (2/60) para Mhc, siendo CMhp la especie mas prevalente.

Estos resultados contrastan con lo notificado en otros estudios. Aunque los resultados varian entre
los diferentes trabajos, de forma general, M. haemocanis se considera la especie mas frecuente en
perros (Barker y Tasker, 2016). Asi lo demostraron Roura et al. (2010) en perros de Espafia (Mhc
14,3 %, CMhp 0,6 %) y Ravagnan et al. (2017), Hofman et al. (2019) y Wengi ef al. (2008) en
Italia, Grecia y Suiza, respectivamente. En otros continentes, estudios en Cuba (Mhc 15,1 %,
CMhp 4,4 %), Tanzania (Mhc 19 %, CMhp 1 %)y Australia (Mhc 17,7 %, CMhp 2,3 %) mostraron
resultados similares (Barker et al., 2010; Hii et al., 2012; Roblejo — Arias et al., 2022). Por otro
lado, otros trabajos han descrito prevalencias similares de ambos patogenos (Mhc 4,5 % y CMhp
4,3 % en Turquia; Mhc 9 % y CMhp 8 % en Rumania) (Aktas y Ozubek, 2018; Anderson et al.,
2017). Sin embargo, aunque no sea lo mas frecuente, los resultados de este estudio concuerdan
con los hallazgos de Novacco et al. (2010) en Espana e Italia, Kenny ef al. (2008) en Francia e

Inokuma ef al. (2006) en Sudan, donde CMhp resultd ser mas prevalente que Mhc.

En este estudio no se encontraron especies de hemoplasmas propias de otros animales, a diferencia
de lo observado en investigaciones previas realizados en Australia, Japon, Chile y EE.UU. (Hii et
al., 2012; Obara et al., 2011; Soto et al., 2017, Varanat et al., 2011). En estos trabajos, se
detectaron perros positivos a “Ca. M haemobos”, “Ca. M. haemominutum”, “Ca. M. turicensis”
y M. ovis, especies propias de otros animales domésticos. Este hallazgo es inusual, siendo los
estudios mencionados los Ginicos que lo han reportado, y sugiere que la ausencia de este fendémeno
en el presente trabajo es coherente con lo esperado. Sin embargo, la probabilidad de encontrar
hemoplasmas propios de otros animales domésticos podria aumentar si se hubiesen seleccionado
perros con contacto estrecho con potenciales portadores. Por ejemplo, podria ser mas probable
encontrar M. ovis, M. wenyonii o “Ca. M haemobos” en perros de trabajo o que viven en

explotaciones ganaderas, ya que son micoplasmas que afectan a distintos rumiantes domésticos.

En relacion con el andlisis filogenético realizado para determinar las relaciones evolutivas de las
secuencias nucleotidicas obtenidas en comparacion con otros hemoplasmas descritos, se generd

el arbol filogenético que se presenta en la Figura 5.



En la parte inferior del arbol filogenético se encuentra la especie de micoplasma no hemotropico
M. bovis, seleccionada como outgroup con el fin de ayudar a establecer la direccion de la

evolucion y a identificar el ancestro comtin mas reciente de las secuencias en estudio.

Respecto al clado superior, que incluye a los micoplasmas hemotropicos, el analisis filogenético
reveld que las secuencias de hemoplasmas caninos descritas en este estudio se agruparon en dos
subclados bien diferenciados, con especies de hemoplasmas estrechamente relacionadas entre si.
Las dos secuencias de M. haemocanis obtenidas, junto con la secuencia de referencia de M.
haemocanis, se agruparon en el mismo subclado que la secuencia de referencia de M. haemofelis
(Figura 5, subclado verde), indicando una estrecha relacion filogenética entre ambas especies. Por
otro lado, las secuencias de “Ca. M. haematoparvum” se agruparon junto con la secuencia de
referencia de esta misma especie en el subclado que incluye la secuencia de referencia de “Ca.
Mycoplasma haemominutum” (Figura 5, subclado azul), indicando su estrecha relacion
filogenética. Esto es consistente con lo descrito en estudios filogenéticos previos sobre
hemoplasmas, que identificaron esta misma division taxondmica (Hicks et al., 2014; Sykes et al.,

2005).
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Figura 5. Arbol filogenético generado a partir de las secuencias del gen ARNr 16S de hemoplasmas
amplificadas en los perros positivos (“Ca. M. haematoparvum”: M10, M11, M21, M26, M37, M38, M43,
M44, M48, M49, M50, M52, M53, M55; M. haemocanis: M49, M53) y secuencias de especies relacionadas
obtenidas de GenBank, construido mediante inferencia bayesiana. M. bovis se incluy6 como outgroup para
realizar el enraizamiento. Las distancias evolutivas corresponden a la escala indicada en la pie de la Figura
(4% divergencia genética). Los valores porcentuales de probabilidad posterior se indican a la izquierda de los
nodos del arbol. Se destacan en azul y verde los dos subclados en los que se incluyeron las diferentes especies
de micoplasmas hemotrépicos encontradas en este estudio.



El arbol filogenético no reveld ninguna subclasificacion significativa entre las secuencias
obtenidas en perros de Galicia tanto para M. haemocanis como para “Ca. M. haematoparvum”,
lo que indica que existe una baja variabilidad genética del ARNr 16S en las cepas circulantes en

Galicia.

En la herramienta BLAST, el 100 % de las secuencias depositadas en GenBank presentaron una
homologia superior al 95 % respecto a las secuencias obtenidas en este trabajo, demostrando una
baja variabilidad geografica. Esto es consistente con lo indicado por Roblejo-Arias et al. (2022),
que indicaron que la homologia entre las cepas de estas especies no permite determinar su origen
geografico. Este hecho se ve respaldado por estudios en los que se demuestra que la secuenciacion
parcial del gen ARNr 16S no proporciona la suficiente informacion para distinguir entre especies
de hemoplasmas estrechamente relacionadas, en comparacion con secuencias de otras regiones
del genoma, como el gen que codifica la ribonucleasa P (Birkenheuer et al., 2002; Tasker et al.,
2003) o los genes gapA y dnaK (Hicks et al., 2014), que si permiten realizar esta distincion. En
esta misma linea, algunos autores han sugerido que idealmente se deberia obtener la
secuenciacion completa del gen ARNr 16S para proporcionar la caracterizacion taxonémica a
nivel de especie y cepa, ya que las regiones variables cubiertas por su secuenciacion parcial no
son suficiente para capturar la diversidad representada cuando se secuencia el gen completo

(Johnson et al., 2019).

4.4 Caracteristicas de la poblacion positiva a micoplasmas
hemotropicos y analisis de los factores de riesgo asociados.

La Tabla 6 describe las caracteristicas de los animales que resultaron positivos a hemoplasmas
caninos. La mayoria de pacientes infectados fueron de mediana edad (mediana: 76,5 meses; 6, 4
aflos), sexo masculino (11/14) y eran empleados para caza (10/14). Muchos de ellos (9/14)
mostraron infeccion concomitante por alguna especie de Babesia spp., y todos a excepcion de uno

mostraron anemia.

A partir de estos datos, se calculd la proporcion de perros positivos respecto a cada variable,
aportando una vision comparativa de la prevalencia de micoplasmas hemotropicos segun estos
factores en los animales estudiados (Figura 6). Los resultados obtenidos fueron los siguientes: el
26% de los animales > 2 afios resultaron positivos, frente al 25 % de aquellos <2 afios; un 33 %
de los machos resultaron positivos en comparacion con el 14 % de las hembras; y el 62,5 % de
los animales de caza estaban infectados por hemoplasmas, en contraposicion con el 12,5 % de los
animales de compaiia. Con relacion a la coinfeccion con Babesia spp., el 25 % de los animales
positivos a este patdgeno resultaron serlo también a micoplasmas hemotropicos, mientras que el

21 % de los animales negativos a Babesia spp. resultaron ser positivos a hemoplasmas caninos.



Tabla 6. Caracteristicas de los animales positivos a la PCR para la deteccién de
hemoplasmas. Se muestra también la identificacion a nivel de especie de las secuencias
nucleotidicas obtenidas.

Codigo Edad 1 ] g 7 | o Especie
muestra (meses) BECH] AT G JARLET hemoplasma*
M10 86 d Caza Si (B. vulpes) 17 CMhp
M1l 50 J Caza Si (B. vulpes) 19 CMhp
M21 23 J Compafiia  No 27 CMhp
M26 64 d Caza No 28 CMhp
M37 78 J Compatia  Si (B. vulpes) 32 CMhp
M38 82 Q Caza No 18 CMhp
M43 67 J Compadia  Si(B. canis) 28 CMhp
M44 75 g Compaiiia  Si (B. canis) 25 CMhp
M48 91 Q Caza No 21 CMhp
M49 108 J Caza Si (B. vulpes) 27 Mhc
M50 120 d Caza Si (B. vulpes) 25 CMhp
M52 87 J Caza No 44 CMhp
MS53 24 g Cana S1(B. vulpes, 30 Mhe
B. canis)
M55 62 Q Caza Si (B. vulpes) 25 CMhp
1
‘o machgy/ @: hembra
‘Casos en ép que existia coinfeccion con Babesia spp. Entre paréntesis se describe la especie/s a las que resultaron positivos.
CMhp: “Candidatus Mycoplasma haematoparvum”; Mhc: Mycoplasma haemocanis.
Edad Sexo
27% 12/46 40% 11/33
26% 30%
26%
5% 2/8 20% 3/21
l o
24% 0%
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Aptitud Babesia spp.
80% 10/16 26% o/
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20% 4/38 20% .
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Caza Compafia Coinfeccion No coinfeccion
©) (D)

Figura 6. Diagramas de barras que representan el porcentaje de perros positivos a
micoplasmas hemotropicos en relacion con diferentes factores epidemiolégicos. (A)
Porcentaje de animales positivos distribuidos por grupos de edad. (B) Porcentaje de animales
positivos segregados por sexo. (C) Porcentaje de animales positivos segun su aptitud. (D)
Porcentaje de animales positivos en relacion con la coinfeccion por Babesia spp.



Estos datos son meramente descriptivos y relativos a la poblacion estudiada, por lo que no pueden
ser interpretados como un reflejo de la prevalencia de infeccion por hemoplasmas en los distintos
sectores de la poblacion canina descritos. Asi, con el fin de determinar si las diferencias
encontradas entre los diferentes grupos eran significativas, se realizd un analisis estadistico
univariante para cada una de estas variables (Tabla 7). Dado que solo 2 animales resultaron
positivos a CMhp, el analisis estadistico se realizo para el conjunto de micoplasmas hemotroépicos,
y no para cada una de las especies. De acuerdo con el andlisis de regresion, las variables “edad”,
“sex0” e “infeccion con Babesia spp.” no mostraron una influencia significativa sobre la presencia
de micoplasmas hemotropicos en la poblacion estudiada (p-valor > 0,05). Sin embargo, la variable
“aptitud” si presentd una asociacion significativa con la positividad a micoplasmas hemotropicos

(p-valor < 0,05).

Tabla 7. Modelo de regresion logistica univariable de los factores de riesgo (edad, sexo, aptitud,
infeccion con Babesia spp.) asociados a la infeccién por hemoplasma.

Total PCR hemoplasma
Variable . . . OR 95% CI p-valor
animales  Positiva Negativa
Edad (n=54)
<24 meses 8 2 6 * 0,2-7.9 0,948
>24 meses 46 12 34 1,05
Sexo (n=54)
Hembra 21 3 18 * 0,8-14,8 0,130
Macho 33 11 23 3,00
Aptitud (n=54)
Compafiia 38 4 34 S 3,6-67,7 <0,001
Caza 16 10 6 14,17
Babesia spp. (n = 60)
No 24 5 19 * 0,4-4,7
Si 36 9 27 1,27 0,709

*Categoria de referencia. OR, Odds Ratio; 95% CI, Intervalo de confianza al 95 %;

El analisis de regresion no encontré diferencias significativas entre la prevalencia de micoplasmas
hemotrdpicos y la edad (p-valor > 0,05). La asociacion de la exposicion con hemoplasmas y la
edad no esta clara en la bibliografia. Los resultados de este este estudio concuerdan con otros en
los que tampoco se encontro esta asociacion estadistica (Barker ef al., 2010; Happi et al., 2018;
Ravagnan et al., 2017; Roura ef al., 2010; Wengi et al., 2008). Sin embargo, investigaciones de
otros autores determinaron que los animales de mayor edad tenian una mayor probabilidad de
infeccion por micoplasmas hemotropicos (Aktas y Ozubek, 2018; Beus et al., 2024; Soto et al.,
2016), lo que podria atribuirse al mayor tiempo de exposicion al patdogeno a lo largo de la vida o
a una posible infeccion crénica, ya que muchos de los animales infectados permanecen como
portadores a largo plazo (Soto et al., 2016). Por otra parte, Novacco et al. (2010) encontraron

mayor prevalencia en jovenes, y lo atribuyeron a una mayor tasa de exposicion de estos animales



a las garrapatas, debido bien a su mayor actividad o a que la mayor parte de los jovenes incluidos

en su estudio procedian de colectividades.

En cuanto al sexo, aunque hubo un mayor porcentaje de positivos en machos, no se encontrd
ninguna asociacion significativa entre el sexo y la positividad a hemoplasmas (p-valor > 0,05), lo
cual concuerda con lo descrito por Hasiri ef al. (2016), Novacco et al. (2010), Roura ef al. (2010)
y Wengi et al. (2008), entre otros. En nuestro estudio, el mayor nimero de machos positivos
podria deberse a que la mayoria de los perros de caza eran machos (11 de los 16), y esta aptitud
se relacion6 estadisticamente con una mayor positividad. Aunque es comln no observar esta
asociacion, algunos estudios encontraron que los perros machos tenian una mayor probabilidad
de ser positivos a micoplasmas hemotropicos (Barker et al. 2010; Sasaki et al. 2008; Soto ef al.,
2016). Esta mayor positividad en los machos se atribuy6 a un mayor contacto agresivo entre
animales, mas frecuente en este sexo, durante el cual se podria transmitir la infeccion por

micoplasmas (Aktas y Ozubek, 2017; de Faria Valle et al., 2014).

El andlisis estadistico mostré una asociacion significativa entre la aptitud y la positividad a
hemoplasmas (p-valor <0,05; OR =14,17), indicando que los perros de caza se infectan con mayor
frecuencia. Este hallazgo se explica probablemente por la mayor exposicion a ectoparasitos en
este tipo de animales, que estan mas en contacto con el medio ambiente. Esto es consistente con
otros estudios en los que se observo una asociacion estadistica significativa entre la positividad a
hemoplasmas y la infestacion por garrapatas (Happi et al., 2018), y garrapatas y pulgas (de Faria
Valle et al., 2014). De forma similar, también se ha observado una mayor exposicion en perros
vagabundos, mas expuestos a vectores y por tanto a la infeccion (Aktas y Ozubek, 2018;
Ravagnan et al., 2017). El tnico vector demostrado experimentalmente es Rhipicephalus
sanguineus (Seneviratna et al., 1973), respaldado adicionalmente por evidencia indirecta en
diversos estudios epidemioldgicos que asociaron una mayor prevalencia de hemoplasmosis en
areas donde este vector esta presente (Inokuma et al., 2006; Novacco et al., 2010; Roura et al.,
2010; Wengi et al., 2008). Sin embargo, en el noroeste de Espana la especie de garrapata
predominante es Ixodes ricinus y, aunque también se ha detectado la presencia de R. sanguineus
en esta region (71% I. ricinus vs. 15% R. sanguineus) (Pefia Lopez, 2019), de acuerdo con lo que
defienden algunos autores (Beus et al., 2024; Millan et al., 2018; Suh et al., 2017), parece

probable que otros vectores estén implicados en la transmision de los hemoplasmas caninos.

La mayor positividad en animales de caza también puede estar relacionada con que estos animales
conviven mas frecuentemente con otros perros en caniles. En este sentido, algunos estudios han
encontrado asociacion entre la positividad a hemoplasmas y la residencia en protectoras u otras
colectividades (Aktas y Ozubek, 2018; Kemming et al., 2004a; Novacco ef al., 2010; Ravagnan
et al., 2017). Esto podria ser debido a que en estos ambientes se favorezca una mayor densidad

de garrapatas, aunque cabe mencionar que en colectivos también pueden ser mas frecuentes las



interacciones agresivas, que se han sugerido como una posible forma de transmision de

micoplasmas hemotropicos (de Faria Valle et al., 2014; Huggings et al., 2023; Sasaki et al., 2008).

No se encontrd relacion entre la infeccion con Babesia spp. y la presencia de micoplasmas
hemotrdpicos (p-valor > 0,05). Esta falta de asociacion estadistica es consistente con los hallazgos
de Andersson et al. (2017) y Happi et al. (2018), quienes tampoco encontraron una relacion
significativa entre estas infecciones en sus estudios. Contrariamente, otras investigaciones (Aktas
y Ozubek, 2018; Cannon et al., 2016) demostraron una asociacion significativa entre la infeccion
con Babesia spp. y micoplasmas hemotrdopicos, sugiriendo una transmision comun a través de
vectores artropodos, lo que indirectamente sugiere una exposiciéon compartida a estos patogenos
en las poblaciones estudiadas. Sin embargo, los resultados de este estudio no son consistentes con

esta hipotesis.

4.5 Efecto de los micoplasmas hemotropicos sobre el hematocrito y analisis del
efecto de la coinfeccion con Babesia spp.

No se observaron diferencias notables en cuanto a los valores de HCT descritos en perros
infectados con micoplasmas hemotrdpicos en relacion con los observados en perros libres de esta
infeccion (26 % y 30,7 % respectivamente) (Figura 7.A). Al considerar las coinfecciones con
Babesia spp. (Figura 7.B), se observo que la mediana del hematocrito tampoco fue notoriamente

inferior en las infecciones mixtas con hemoplasmas (25,1 % frente a 26,9 %).
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Figura 7. Valores de hematocrito (HCT) en perros con y sin infecciones por micoplasmas
hemotropicos (A) e incluyendo la coinfeccion simultanea con Babesia spp. (B). Neg, negativo,
Myc, micoplasma hemotrépico; B, Babesia spp.

Cuando se analizaron todas las posibles combinaciones de coinfeccion (Figura 8), la mediana del
hematocrito mas baja se encontr6 en la infeccion unica por Babesia vulpes (19,1 %), seguida de
la coinfeccion entre B. vulpes y micoplamas hemotropicos (25,1 %). No se observo un patrén que
indicase que la coinfeccion entre micoplasmas hemotropicos y Babesia spp. llevase a una

reduccion mayor del hematocrito debido a un posible efecto sinérgico de estos microorganismos.
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Figura 8. Valores de hematocrito (HCT) en perros para cada combinacién de infeccion
micoplasmas hemotropicos y Babesia spp. Neg, negativo; Myc, micoplasma hemotropico;
Bv, Babesia vulpes; Be, Babesia canis.

Se llevoé a cabo un andlisis estadistico de regresion lineal para evaluar el efecto de estas
infecciones sobre el hematocrito (Tabla 8). El resultado del modelo no mostré que se produjese
una disminucion significativa el HCT en infecciones simples con micoplasmas hemotropicos
respecto al resto de animales estudiados (p-valor > 0,05). Sin embargo, infecciones simples con
B. vulpes si se asociaron a una mayor bajada del hematocrito (p-valor < 0,05). Finalmente, las
coinfecciones con hemoplasmas no se asociaron a una mayor bajada del HCT en ningun caso (p—

valor > 0,05).

Tabla 8. Resultados del analisis de regresion entre el hematocrito (%) y la presencia
de infecciones simples y mixtas con Mycoplasma spp.y Babesia spp.

Mpycoplasma spp. Babesia vulpes Babesia canis
n Coef. —valor | n Coef. p- n Coef —valor
Cc195%) P (CI195%) valor Cc95%) P
Negativo | 46 & & 48 & & 35 e 8

Inf. -1,9 -10,1 5,1

simple > (-10,4 - 6,5) 0,648 > (-19,0 — (-1,1)) 0.028 |22 (0,1 —10,1) 0.050
. -4, -4.9 0,9

Inf. mixta | 9 (10,8 2,4) 0,204 7 (119 - 2,0) 0.160 3 (97— 114) 0,871

* Categoria de referencia
n: n® animales; Coef.: coeficiente; C195%: intervalo de confianza al 95% del coeficiente.

En el presente estudio, debido a las caracteristicas de la poblacion incluida, es dificil evaluar el
impacto clinico de los micoplasmas hemotrdpicos en perros. Nueve de los 14 perros que resultaron
positivos estaban coinfectados con Babesia spp., ademas de que el 77 % de los animales incluidos
mostraban un HCT inferior al rango fisioldgico y no se habian explorado otras causas de anemia.
Los hemoplasmas en perros suelen cursar de forma asintomatica (Messick, 2004). No obstante,
recientemente se comunico en el Pais Vasco el caso de un perro inmunocompetente con historial
de infestacion por garrapatas que desarrolld una infeccidon aguda por M. haemocanis (Garcia
Luccioni y Rodriguez Lopez, 2018), y esto también fue reportado por Sharifiyazdi et al. (2014)

en Irdn. Ademas, se ha demostrado que en animales esplenectomizados o inmunodeprimidos



puede cursar de forma aguda (Hulme-Moir ef al., 2010; Kemming ef al., 2004b; Kim et al., 2020;
Lapsina et al., 2023; Pitorri et al., 2012; Zobba et al., 2020). Esto sugiere que esta patologia
deberia considerarse en el diagndstico diferencial de pacientes caninos anémicos con historial de

exposicidn a ectoparasitos.

La presencia de micoplasmas hemotrépicos en animales con sospecha de hemopatdgenos puede
sugerir su implicacion en la clinica observada, aunque esto no se puede confirmar en este estudio
debido a su disefio. Ademas, los resultados obtenidos muestran que las infecciones con
hemoplasmas no parecen estar asociados con valores de hematocrito mas bajos en la especie
canina. Esto concuerda con los hallazgos de Aquino et al. (2016), Barker et al. (2010), Hasiri et
al.,(2016), Happi et al. (2018), Roura et al. (2010) y Wengi et al. (2008). Tampoco se encontraron
valores de HCT mas bajo cuando se presentaron en coinfeccion con Babesia spp. Un posible
efecto sinérgico entre hemoplasmas y Babesia spp. fue propuesto por Sonoda et al. (1978)
(revisado por Sasaki et al. 2008). Sin embargo, otras publicaciones en las que se incluyeron
animales positivos a ambos patdgenos no observaron un agravamiento de la sintomatologia
clinica, de forma similar a lo que se observa en este estudio (Cannon et al., 2016; Happi et al.,
2018). Asi, a pesar de que ambos patdgenos infectan los eritrocitos, la coinfeccion entre ellos no

parece implicar un peor curso clinico.

Por ultimo, este estudio cuenta con ciertas limitaciones debido al ntimero relativamente pequefio
de casos analizados (n = 60), a que se realiz6 mediante un muestreo dirigido con el fin de
maximizar el nimero de animales positivos a hemopatégenos y a que el limitado nimero de
animales positivos impidio realizar un analisis individual para las diferentes especies de
micoplasmas hemotropicos encontradas. No obstante, estos resultados contribuyen a ampliar el
conocimiento de los hemoplasmas caninos, y, hasta donde alcanza el conocimiento de la autora,
constituyen el primer estudio molecular de la ocurrencia de infecciones causadas por

M. haemocanis y “Ca. M. haematoparvum” en perros de Galicia.



S. CONCLUSIONES

1.

En el presente estudio, el 23,3% de perros con sospecha clinica de infeccién por

hemopatogenos estaban infectados con micoplasmas hemotrdpicos.

Se identificaron molecularmente las dos especies de micoplasmas hemotrépicos
consideradas propias de la especie canina: Mycoplasma haemocanis y “Candidatus
Mycoplasma haematoparvum”. M. haemocanis resulté ser la especie mds frecuente

(12/14 animales).

La aptitud del perro fue identificada como un factor de riesgo para la infeccion con
micoplasmas hemotropicos; asi, los animales de caza presentaron una mayor probabilidad
de estar infectados en comparacion con los de compaiia. En cambio, no se encontraron

diferencias significativas en funcion del sexo, la edad y la coinfeccion con Babesia spp.

La infeccion por micoplasmas hemotropicos no demostro estar asociada a los valores mas
bajos de hematocrito en perros con sospecha de infeccion por hemopatogenos, lo que

refuerza la idea de que estas infecciones no suelen tener un curso grave en los perros.

No se observo una disminucion significativa en los valores de hematocrito en los perros
coinfectados con micoplasmas hemotrdpicos y Babesia spp. en comparacion con aquellos
infectados Gnicamente con micoplasmas, lo que parece descartar en principio un efecto

sinérgico de estas infecciones en relacion con este parametro.
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