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Estudio epizootioldégico de micoplasmas hemotréficos en perros

Palabras claves: micoplasmas hemotréficos - hemoplasmas — Mycoplasma
haemocanis - Candidatus Mycoplasma haematoparvum — Mycoplasma suis —

prevalencia — perros - Argentina

Resumen:

Dentro de las enfermedades transmitidas por vectores se incluyen a los
micoplasmas hemotroéficos (MH), también conocidos como hemoplasmas; en algunas
especies animales, las infecciones por estos patdgenos pueden inducir una hemalisis
aguda, asociada con anorexia, letargo, deshidratacién, pérdida de peso y muerte
subita. El desarrollo de ensayos moleculares de alta especificidad y sensibilidad como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de estas infecciones
hemoplasmaticas, ha permitido avanzar en el entendimiento de la epidemiologia y

patogénesis de estos agentes.

Se realizdé un muestreo de 162 perros de diferentes localidades en la zona de
influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias UNR, en la region central de
Argentina, con el fin de corroborar la presencia y la prevalencia de la infeccion por
MH en esta region. Se recolectaron muestras de sangre de perros asintomaticos, para
las enfermedades provocadas por MH, provenientes de la ciudad de Casilda y
localidades cercanas. Se recolect6 informacion referente a diferentes variables como
alojamiento, sexo, raza, lesiones cutaneas, ectoparasitosis y edad, que podrian influir
en la presentacion de la infeccion por MH. Para la obtencion de sangre se utilizaron
técnicas de rutina como la puncién de la vena marginal de la oreja (VMO) y la
extraccion desde la vena cefalica antebraquial (VCAB), se realizaron frotis que se
tineron con May Grinwald- Giemsa; se compararon los resultados de los frotis
obtenidos por ambas técnicas. Se utiliz6 PCR para la deteccion molecular de MH en
todas las muestras de sangre y en los ectoparasitos recolectados, para lo cual se
extrajo el ADN y se utilizaron sondas especificas. En las muestras positivas a PCR se
realiz0 secuenciacion para la identificacion de las especies de MH implicados. Se
detectaron estructuras compatibles con micoplasma hemotroficos (ECMH) en los frotis
y se confirmo la presencia de MH por PCR determinandose ademas una prevalencia
del 48%. Se relaciond este porcentaje de infecciéon con las variables alojamiento,

sexo, raza, lesiones cutaneas, presencia de ectoparasitos y edad. Se detectaron
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diferencias significativas en el porcentaje de infeccion en relacién al alojamiento
guedando determinada que aquellos perros de domicilio son menos afectados y en el
caso de estarlo, predomina la especie M. haemocanis. En cuanto a la presencia de
ectopardsitos, que fueron en su mayoria Ctenocephalides felis, se vio que los perros
con pulicosis fueron mayormente afectados por MH y en particular por Ca. M.
haematoparvum. En cuanto a la edad, el grupo de jovenes presentd mayor porcentaje
de infeccibn mientras que la raza y el sexo fueron variables que no pudieron
relacionarse con la infeccion por MH. También se aplic6 PCR y secuenciacion sobre
las pulgas recolectadas, encontrandose resultados positivos para PCR en la mayoria

de los pooles de pulgas formados.

Los porcentajes de infeccion obtenidos tanto por frotis sanguineos coloreados
como por PCR fueron elevados. La prevalencia hallada mediante los frotis de sangre
fue de un 58%, mientras que la obtenida por la PCR fue del 48%. Por secuenciacion
se detectd la presencia de las especies M. haemocanis, Ca. Mycoplasma
haematoparvum y Mycoplasma suis. Estos hallazgos indican la presencia de estas
bacterias en los perros de la regidn estudiada. Se detectaron diferencias
estadisticamente significativas de los grados de infeccion de perros en diferentes
alojamientos lo que se podria relacionar con los cuidados sanitarios brindados por los
tutores. Por primera vez en la region del estudio, se detectdé mediante PCR la
presencia de MH en perros con una alta prevalencia. Se confirmaron las especies: M.
haemocanis, Ca. M. haematoparvum y M. suis. Pudiéndose observar la mayor
prevalencia para Ca. M. haematoparvum, seguido por M. haemocanis, en perros

jovenes infectados con pulgas.

Epizootiological study of hemotrophic mycoplasmas in dogs

Keywords: hemotrophic mycoplasmas - hemoplasmsa - Mycoplasma haemocanis -
Candidatus Mycoplasma haematoparvum - Mycoplasma suis - prevalence - dogs -

Argentina.

Abstract:

Vector-borne diseases include hemotrophic mycoplasmas (HM), also known
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as hemoplasmas; in some animal species, infections with these pathogens can induce
acute hemolytic anemia, associated with anorexia, lethargy, dehydration, weight loss,
and sudden death. The development of highly specific and sensitive molecular assays
such as the polymerase chain reaction (PCR) for the detection of these hemoplasma
infections has made it possible to improve the understanding of the epidemiology and

pathogenesis of these agents.

A sampling of 162 dogs from different locations in the area of influence of the
Faculty of Veterinary Sciences, UNR, in the central region of Argentina, was carried
out in order to study the presence and prevalence of hemotrophic mycoplasmas (HM)
infection in this region. Blood samples from asymptomatic dogs were collected for
diseases caused by HM in the city of Casilda and nearby towns. Information regarding
different variables such as housing, sex, race, skin lesions, ectoparasitosis and age,
which could influence the presence of HM infection, was recorded. Routine techniques
such as puncture of the marginal ear vein and extraction from the antebrachial cephalic
vein were used to obtain blood. Smears were made and stained with May Griinwald-
Giemsa. The results of the smears obtained by both techniques were compared. PCR
was used for the molecular detection of HM in all blood samples and in the collected
ectoparasites, for which DNA was extracted and specific probes were used. In the
PCR-positive samples, sequencing was performed to identify the HM species involved.
The percentage of infection was related to the variables of housing, sex, race, skin

lesions, presence of ectoparasites and age.

Compatible structures with hemotrophic mycoplasmas (CSHM) were detected
in the smears and the presence of MH was confirmed by PCR, determining a
prevalence of 48%. Significant differences were detected in the percentage of infection
in relation to housing, concluding that house dogs are less affected and, if affected, M.
haemocanis species predominated. Regarding the presence of ectoparasites, which
were mostly Ctenocephalides felis, it was observed that dogs with pulicosis were
mainly affected by HM and in particular by Ca. M. haematoparvum. Regarding age,
the group of young people presented a higher percentage of HM infection, while race
and sex were variables that could not be related. PCR and sequencing were also
applied to the collected fleas, finding positive results for PCR in most of the flea pools
formed. The presence of the HM species M. haemocanis, Ca. Mycoplasma

haematoparvum and Mycoplasma suis was detected through sequencing.
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The percentages of infection obtained by both stained blood smears and PCR
were high. The prevalence shown by blood smears was 58%, while that obtained by
PCR was 48%. The presence of M. haemocanis, Ca. Mycoplasma haematoparvum
and Mycoplasma suis through sequencing was detected. These findings show the
presence of these bacteria in dogs from the studied region. Statistically significant
differences between the degrees of infection of dogs in different types of housing,
which could be related to the health care provided by their guardians. For the first time
in the region under study, the presence of MH in dogs was detected by PCR showing
a high prevalence. The species confirmed were: M. haemocanis, Ca. M.
haematoparvum and M. suis, and the highest prevalence for Ca. M. haematoparvum,

followed by M. haemocanis, in young dogs infected with fleas could be observed.



1. Capitulo 1: INTRODUCCION

El estudio de las bacterias transmitidas por vectores ha tomado auge en
los ultimos anos, tanto en el ambito de la medicina humana como veterinaria
(Carson et al., 1992). El interés en estudiarlos y reconocerlos surge por los
hallazgos de su presencia y por las patologias a las que se asocian, no solo
en animales sino tambiénpor su capacidad de generar enfermedades en el

hombre (Armstrong et al., 1971).

Entre dichas bacterias se incluyen a los micoplasmas hemotréficos
(MH), también conocidos como hemoplasmas (Tasker et al., 2003; Spickler
et al., 2010). En algunas especies animales, las infecciones por estos
patdogenos pueden inducir una anemia hemolitica aguda asociada con

anorexia, letargo, deshidratacion, pérdida de peso y muerte subita.

La incapacidad para cultivar los MH in vitro ha limitado durante mucho
tiempo las posibilidades de investigarlos. Sin embargo, el desarrollo de
métodos moleculares de alta especificidad y sensibilidad para el diagndstico de
infecciones hemoplasmaticas ha permitido aclarar la epidemiologia y la

patogénesis de estos agentes (Willi et al., 2007).

Los integrantes de la Clase Mollicutes son filogenéticamente diversos, e
incluyen mas de 150 especies en ocho géneros: Mycoplasma, Ureaplasma,
Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroleplasma, Mesoplasma vy
Entomoplasma (Tully, 1993). El término micoplasma se usa comunmente para
describir cualquier miembro de esta clase, todos los cuales se caracterizan por
no poseer pared celular (mollicutes: mollis, suave o blanda; cutis, piel). Los MH
constituyen un grupo dentro del Género Mycoplama, son los unicos

micoplasmas con tropismo por los globulos rojos.

En los frotis sanguineos, los MH se pueden observar adheridos a la
membrana celular de los glébulos rojos, de alli que se definen como
epieritrocitarios, aunque también pueden encontrarse libres en el plasma, entre
los eritrocitos, en forma individual o en cadena (Messick et al., 2004, Santos et
al., 2014).

15



La primera documentacion de un microorganismo de esta naturaleza en
animales de compafia se hizo en Sudafrica en 1942 a partir de un gato
anémico donde se detectaron bacterias de ubicacion epieritrocitaria (Sykes et
al., 2005, Shaw, et al. 2004). Anteriormente los MH pertenecian a los géneros
Haemobartonella y Eperythrozoon del Orden Rickettsiales y se han
reclasificado en el género Mycoplasma de acuerdo a estudios basados en el
gen del rRNA 16S (Messick et al., 2002; Balish y Krause, 2006).

1.1 Caracteristicas generales de los micoplasmas

Los micoplasmas son bacterias que se presentan como organismos
comensales u oportunistas patdgenos en plantas, mamiferos, reptiles, aves e

insectos (Greene, 2002).

El primer micoplasma descripto en 1898 por Nocard y Roux, fue el hoy
conocido como Mycoplasma mycoides aislado desde casos de
pleuroneumonia bovina. Durante ese periodo se aisld, desde ovejas y cabras,
la segunda especie de micoplasma, y a posteriori en el siglo XX, fueron
identificadas una gran cantidad de especies lo que originé la denominacion
Pleuropneumoniae like organisms o "PPLO". En humanos, el primero fue,
Mycoplasma hominis que se recuperé en 1937 desde un paciente de sexo
masculino con uretritis, y nuevamente en 1938 en una mujer a partir de un
absceso de las glandulas de Bartolino (dos glandulas secretoras diminutas
situadas a cada lado de la apertura de la vagina en humanos) (Ortiz Ibarra,
2009).

En 1944, Eaton et al. lograron aislar M. pneumoniae de un caso de
neumonia atipica primaria en humanos. Sin embargo, no fue hasta 1960
cuando se definié correctamente al género Mycoplasma, incluyendo bacterias
que se describen con formas parecidas a los hongos filamentosos, ya que si
bien se reproducen por fisién binaria, la replicacion del genoma puede preceder
a la division citoplasmica, dando lugar a la formacién de filamentos
multinucleados, lo que origina la denominacién de micoplasmas: mico: hongo,

plasma: sangre (fotografia 1).
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Fotografia 1: Mycoplasma mycoides.

Microfotografia con el microscopio electronico de
transmision. Obsérvense los elementos cocoidales y
en forma de hifa. El didmetro medio de las células
que forman lascadenas es de aproximadamente 0,5
um (Madigan, 2009).

Aunque pueden observarse como Gram negativos porque no poseen
pared celular, los micoplasmas estan emparentados filogenéticamente a las
bacterias Gram positivas tanto no esporulantes como formadoras de
endosporas. Son organismos que probablemente tuvieron pared celular pero
dejaron de necesitarla; debido a sus habitats tan especiales, evolucionaron
hacia bacterias sin pared y con una membrana celular diferente a la de otros

procariotas (Shmuel, 1996).

Los micoplasmas mas conocidos son parasitos de las mucosas
animales; habitan tanto en hospedadores animales como vegetales. La
carencia de pared celular es facilmente observable con el microscopio
electrénico. Esta ausencia de pared se puede confirmar mediante analisis
quimico, que demuestra la ausencia de componentes claves de la pared como
peptidoglicano, y de los acidos teicoicos (Morris, 2020). Son resistentes a la
lisis osmotica en medios de diferente osmolaridad que la de su citoplasma vy
son capaces de sobrevivir ante condiciones que provocarian la lisis de los

protoplastos ya que han logrado una adaptacion mediante evolucién (Imagen

1).

Su capacidad para evitar la lisis osmoética, en medios de diferente
osmolaridadque la de su citoplasma esta al menos parcialmente basada en la
presencia de esteroles en las membranas celulares, que hacen que estas
membranas citoplasmicas sean mas estables que las de otras bacterias.
Existen compuestos denominados lipoglicanos, heteropolisacaridos de cadena

larga unidos covalentemente a lipidos de membrana e insertados en la
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membrana citoplasmatica de muchos micoplasmas. Los lipoglicanos se
parecen a los lipopolisacaridos de las bacterias Gram negativas, excepto que
carecen del lipido A, que es la endotoxina de las Gram negativas, y del fosfato

tipico de los lipopolisacaridos bacterianos (Hammerschlag, 2019).

Los lipoglicanos ayudan a estabilizar la membrana citoplasmaticay
facilitan la adhesion de los micoplasmas a los receptores de la superficie celular
delas células animales. Al igual que los lipopolisacaridos, los lipoglicanos
tambiéninducen la produccion de anticuerpos cuando son inyectados en

animales de experimentacion (Tabla 1y Tabla Il).

Los elementos pequefios de morfologia cocoide (0,2-0,3 pm) son las
menores células bacterianas capaces de crecimiento independiente. Los
genomas de los micoplasmas son también menores que los de otras bacterias,
en la mayoria de los casos sus tamafos varian entre 500 a 1.100 kpb de ADN.
Lo anterior es comparable al tamafno del genoma de los géneros de vida
intracelular obligada como Chlamydia y Rickettsia y aproximadamente una
cuarta parte del de Escherichia coli. Por ejemplo, el genoma de Mycoplasma
genitalium tiene sélo 580 kpb. Cuando el genoma de M. genitalium se
secuencié en 1995 su tamafio muy pequefo se considero cerca del limite
minimo necesario para que una ceélula fuera capaz de llevar a cabo los procesos
necesarios para la vida. Sin embargo, desde entonces se han encontrado
varios genomas procariotas aun mas pequenos, algunos radicalmente menores
(Lluch Senar; 2010).

El medio de cultivo para micoplasmas es complejo, por lo que muchas
especies no pueden crecer o0 crecen muy poco, incluso en medios
suplementados con extracto de levadura, peptona e infusion de corazén
bovino. Debido a la capacidad metabdlica limitada, que es una consecuencia
de su genoma pequeno y falta de pared celular, son fragiles y desafiantes para
su cultivo. Por lo tanto, el cultivo es un método de escasa sensibilidad para el
diagnéstico (Rosendal, 1978; Barile et al., 1970). Cada especie no puede
diferenciarse por la morfologia y deben ser identificadas por estudios
bioquimicos, nutricionales o seroldgicos, sin embargo, la reactividad cruzada

entre especies es posible (Edward et al., 1951). Por fortuna, la reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) ha sido desarrollada para detectar organismos
micoplasmaticos a partir de muestras de cultivo y especimenes clinicos y para

identificar especies con precision (Chalker, 2005).

En humanos, el diagnostico de las infecciones causadas por
micoplasmas y ureaplasmas se ha visto limitado durante mucho tiempo por el
crecimiento dificultosode estos microorganismos, aunque en los ultimos afios
el avance en la metodologia diagndstica a través de técnicas seroldgicas y
sobre todo debido a métodos de amplificacion de acidos nucleicos, ha
propiciado un aumento en su deteccion y, consecuentemente, en la apreciacion

de la importancia clinica de estos microorganismos.

Con respecto al cultivo, todas las especies de micoplasmas cultivables
requieren medios de cultivos complejos, con suplemento de esteroles, acidos
grasos y aminoacidos. El cultivo de los micoplasmas de origen humano sélo se
debe realizar para el aislamiento de especies con potencial patogénico definido
y crecimiento razonablemente satisfactorio en medios especificos
estandarizados, como Ureaplasma spp., M. hominis y M. pneumoniae (Acosta
Boga, 2011; Dosa et al., 1999; Waites, 2001).

El crecimiento de los micoplasmas cultivables, como se dijo, requiere la
presencia de suero, factores de crecimiento como extracto de levadura y un
sustrato metabolico. No existe una formulacién ideal para todas las especies,
con los requerimientos de pH y sustratos adecuados. El caldo 10B de Shepard,
y el caldo urea-arginina pueden ser utilizados para aislar M. hominis y
Ureaplasma spp. La penicilina G o una penicilina semisintética se utilizan para
evitar el sobrecrecimiento de otras bacterias. El rojo fenol se incluye en el caldo
como indicador de crecimiento (cambio del pH). El agar diferencial A7 y varias
modificaciones del mismo (A7B, A8), son particularmente utiles porque
permiten el crecimiento de M. hominis y U. urealyticum y diferencian una
especie de otra por la morfologia de la colonia. Combina una base nutritiva a
base de peptonas, suero de caballo y factores de crecimiento (cisteina,
PolyVitex, arginina y urea) que favorecen el desarrollo de las colonias de
micoplasmas. La mezcla antibiética del medio inhibe el crecimiento de

bacterias grampositivas y gramnegativas. Existen medios comerciales
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disponibles como Mycotrim Triphasic® (antes llamado Mycotrim GU), que
incluye un medio bifasico que contiene agar diferencial A8 y caldo urea-
arginina en un frasco de cultivo celular,con rojo fenol como indicador. El
sistema Micoplasma IST bioMérieux®, permite la deteccion de Ureaplasma
spp. Y M. hominis con un resultado cuantitativo y el estudiode la sensibilidad.
El uso combinado del caldo Urea-Arginina (Micoplasma IST bioMérieux®) y el

Agar A7 bioMérieux®, es adecuado como medio de aislamiento.

La inoculacion debe hacerse en ambos medios, liquido y solido, para
poder diferenciar el tipo de colonia, la posibilidad de cultivos mixtos y la
cuantificacion delos aislados. Los caldos se incuban a 37°C en atmosfera
aerobia. Las placas de agardeben incubarse en atmésfera suplementada con
5-10% de CO2, ya que Ureaplasma spp. requiere CO> para su crecimiento y
las colonias de M. hominis crecen mejor. Se deben observar los cambios de
color en los viales de caldo a partir de las 24 horas de incubacion
(especialmente en el caso de Ureaplasma spp.). M. hominis y Ureaplasma spp.
al crecer y liberar amonio de sus respectivos sustratos producen cambio de
color del medio del amarillo al naranja-rojo-purpura en 24 horas,excepto en el
caso de muestras con titulos muy pequefos en las que el cambio se producira
luego de las 48 horas. En el caso de M. hominis aparece una ligera turbidez, y
en caso de Ureaplasma spp. el caldo permanece transparente. En ambos
casos el subcultivo a medio solido debe ser realizado precozmente una vez que
se produce el cambio de color, debido a la rapida pérdida de viabilidad una vez
que se alcaliniza el medio. Los subcultivos se inspeccionan diariamente, de la
misma manera que el cultivo inicial. El subcultivo en placa de agar se hara
dispensando en cada placa 3 gotas del caldo, sin estriar. El rapido crecimiento
de estos micoplasmas permite la identificacion de la mayoria de los cultivos
positivos en 2-4 dias de incubacion. En ocasiones M. hominis puede crecer tras
incubacion prolongada, en medios convencionales como agar sangre base
Columbia o chocolate, donde producen colonias pequenisimas y transparentes,
que tefiidas al Gram no permiten observar ningun microorganismo. La
confirmacion de que corresponden a M. hominis se obtiene mediante el
arrastre de una pequeia pieza de agar que las contenga sobre una placa de
agar A7 o mediante su introduccion en caldo dearginina. En los cultivos

cuantitativos de Ureaplasma spp. realizados mediante diluciones seriadas con
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medios preparados en el laboratorio, al final del periodo de incubacion se
anotara el titulo maximo de crecimiento del organismo. La dilucionmas alta
que muestre cambio de color equivale al reciproco del numero de unidades
cambiadoras de color (UCC) presentes en el inoculo original. Los titulos de
crecimiento se expresaran en UCC/ml. Si se realiza el recuento de colonias,
siempre se debe realizar segun las instrucciones del fabricante cuando se
utilizan medios comerciales, y teniendo en cuenta las diluciones utilizadas en
cada caso. Cuando la cuantificacibn se hace por crecimiento en placas de
agar, los titulos de crecimiento se expresaran en unidades formadoras de
colonias. La lectura de las placas sepuede hacer con microscopio invertido
orientando la superficie del agar hacia arriba, o con microscopio estereoscépico
de epiiluminacion orientando la superficie hacia abajo, con aumento 40x y 100x.
Las colonias de Ureaplasma spp. en agar A7, A7B y A8 presentan un aspecto
caracteristico de “erizo de mar”, entre 15-50 um de diametro y de color marrén
oscuro debido a la deposicion de sales de manganeso (agar A7) o de CaClz
(agar A8) sobre la colonia. Las colonias de M. hominis aparecen con su
aspecto caracteristico de “huevo frito”. La identificacién de Ureaplasma spp. y
M. hominis en la practica clinica, se puede realizar sin necesidad de otras
pruebas o reactivos adicionales. La identificacion completa a nivel de especie
requiere otras pruebas como la PCR. Lo anteriormente descripto ilustra la
complejidad del cultivo e identificacion de los micoplasmas cultivables, lo
que se debe como ya se explicd, al pequefio tamafio de su genoma, que hace
que no cuenten con todas las vias metabdlicas para la formacion de nuevos

compuestos necesarios para su replicacion (Meseguer-Peinado et al., 2012).

Mycoplasma Imagen 1: Micoplasma. La membrana

celular con lipoproteinas es la cubierta mas

externa ya que no posee pared celular.

Fuente: https://es.dreamstime.com/stock-de-

ilustraci%C3%B3n-la-estructura-del-

Sotoble micoplasma-infograf%C3%ADa-illustrati- del-
RNA vector-image84774265
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La imagen 1 es un esquema descriptivo de micoplasmas, en la cual
puede apreciarse que no poseen pared celular. La membrana celular con
lipoproteinas es la cubierta mas externa. Cada célula suele medir 1 pm de
diametro. Su ADN oscila entre 580 - 1380 kpb (kilopares de bases). Su 16S

ARN ribosomal lo relacina como se dijo, con la Clase Mollicutes.

Tabla I: Caracteristicas generales de la Clase Mollicutes.
Comparacion con bacterias con pared celular.

Caracteristicas Mollicutes Otras Bacterias
Pared celular Ausente Presente
Membrana Rica en colesterol Sin colesterol
Tamano del genoma 580-2.220kb 1,050>10.000kb
Contenido de G+C 23-40 mol% 25-75 mol%
Ndmero de operones de rRNA 104-113 nt >114nt
Numero de genes de tRNAs 30(M. capricolum), 33 (M. 84 (Bacillus subtilis), 86 (E. coli)
pneumanea)
Uso del codén UGA Trp en Mycoplasma, Ureoplasma, Stop

Spiroplasma y Mesoplasma

RNA polimerasa Resistente a rifampicina Sensible a rifampicina

Tabla Il: Diferencias entre mollicutes, bacterias y virus
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Caracteristicas Mollicutes Bacterias Virus
“Contienen ADN y ARN a la vez + + .
Poseen varios sistemas metabolicos + + -
Se reproducen en medios sin células + + B
Alraviesan filtros de 0,22 ym + - +
Presentan pared celular - + -
Sensibles a la penicilina - -+ -
Sensibles a la tetraciclina + + -

Fuente: Howard C. y Gouray R., 1978



https://es.wikipedia.org/wiki/ARN_ribosomal

Patogenicidad de los micoplasmas. En cuanto a los determinantes
potenciales de virulencia estan codificados en el genoma de micoplasmas
patogenos. Algunas especies poseen multiples tipos de factores de virulencia
como adhesinas y proteinas accesorias, estructuras polisacaridas
extracelulares, y lipoproteinas proinflamatorias o proapoptéticas de membrana,

que son producidas por multiples especies.

Varias especies excretan subproductos potencialmente toxicos del
metabolismo intermedio, incluyendo peroxido de hidrogeno, radicales
superéxido o amoniaco. Otros, como las endopeptidasas extracelulares, las
nucleasas y las glicosidasas parecen distribuirse irregularmente en el género,
mientras que la citotoxina ADP-ribosilante y vacuolizante (analogo de la
subunidad S1 de la exotoxina pertusis) de Mycoplasma pneumoniae y el
mitdégeno (superantigeno) de los linfocitos T. Existen reportes de una exotoxina
elaborada por Mycoplasma neurolyticum, pero trabajos posteriores no han

podido corroborar la presencia esa toxina (Tryon y Baseman, 1992).

Los mecanismos de virulencia, como la formacion de biofilm o la invasion
intracelular facultativa, se expresan en una serie de especies patdgenas. Varias
especies poseen sistemas de antigenos superficiales variables que se cree que
son importantes en la evasion de las respuestas inmunes adaptativas de los
hospedadores. Un gran numero de especies pueden suprimir o estimular
inadecuadamente las células inmunitarias de los hospedadores, sus receptores

y citoquinas.

A pesar del avance en los ultimos afios a través de la secuenciacion
gendmica, la base molecular de la patogenicidad y las relaciones causales con
la enfermedad aun deben establecerse definitivamente para la mayoria de
estos factores (Razin, 1994). Debido a que carecen de lipopolisacarido y una
pared celular, y no sintetizan sus propios nucleétidos, son intrinsecamente
resistentes a polimixinas, p-lactamas, vancomicina, fosfomicina, sulfonamidas
y trimetoprim. Tampoco es efectiva la rifampicina debido a que su ARN
polimerasa no esta afectada por ese antibidtico (Waites y Bébéar, 2001). Un
grupo reducido de especies exhiben un espectro aun mas amplio de resistencia
a los antibioticos, como a la eritromicina y la azitromicina, que aparentemente

esta mediada por mutacion en el rRNA 23S (Pereyre et al., 2002).
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Micoplasmas cultivables que afectan al perro. Constituyen un grupo
reducido, en el cual se desconoce la importancia de todas las especies. La
primera aparicion documentada de micoplasmas en perros fue en 1934
(Shoetensack, 1934). En los ultimos 90 anos, se describieron 15 especies
micoplasmas caninos mas dos especies que aun no fueron completamente
descriptas y nombradas: Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma arginini,
Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma canis, Mycoplasma cynos,
Mycoplasma edwardii, Mycoplasma feliminutum, Mycoplasma felis,
Mycoplasma gateae, Mycoplasma haemocanis, Mycoplasma maculosum,
Mycoplasma molare, Mycoplasma opalescens, Mycoplasma spumans,
Ureaplasma canigenitalium y Mycoplasma sp. HRC 689, Mycoplasma sp.
VJC358 (Chalkert et al., 2005).

Pueden mencionarse especies que producen enfermedades
respiratorias como M. cynos y otras que producen infecciones en el tracto
urogenital (ITU) como M. canis. Sin embargo, el concepto de micoplasmas
patdgenos para caninos es vago ya que se han aislado varias especies de
micoplasmas vinculadas a otras especies animales en perros y viceversa. En
1975, Rosendal afirmé que el término micoplasma canino sélo debe aplicarse
a aquellas especies de micoplasma que han sido aisladas unicamente de
perros o son frecuentemente aislados de perros y rara vez aislado de otros
hospedadores. Por lo tanto, todas las especies de micoplasmas que pueden
aislarse o ser detectados en perros estan incluidas y las especies quese

encuentran en mas de un hospedador se discuten.

Debido a las dificultades para identificar las especies de micoplasmas
caninos, la mayoria de los estudios han investigado la presencia o ausencia de
micoplasmas en una variedad de muestras clinicas y se sabe poco sobre
infeccionesespecificas causadas por especies de micoplasmas. Sabemos que
los perros son expuestos por primera vez y colonizados por micoplasmas

al pasar a través del canal de parto (Eberle y Kirchhoff, 1976).

En los perros, principalmente M. canis, se consideran parte de la
microbiota de las membranas mucosas, como la conjuntiva, tracto respiratorio
superior y tracto urogenital (Ogata, 1984; Biberstein y Hirsh, 2002). Sin

embargo, algunos de estos micoplasmas pueden causar enfermedades como
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ITU por migracion ascendente desde la parte inferior del tracto urinario o genital
(Jang et al., 1984). Si bien no son numerosos los informes de ITU asociados
con M. canis ya deberia considerarse como diagnostico diferencial la posible
presencia de estas bacterias como etiologia de las infecciones urinarias
(Koshimizu y Ogata, 1974; Jang et al., 1984; Ulgen, 2006).

Con respecto al aparato respiratorio de los perros, se cree que muchos
Mycoplasma spp. forman parte de la microbiota de las vias respiratorias
superiores (Koshimizu y Ogata, 1974). Un estudio reciente que evalud el
microbioma de perros sanos mostré que se detectaron micoplasmas en
frecuencia decreciente desde la cavidad nasal hasta las vias respiratorias
inferiores (Ericsson et al., 2016). Esto podria indicar que la colonizacion del
tracto respiratorio inferior (TRI) pormicoplasmas puede surgir de las vias
respiratorias superiores. Como han sido aislados en cultivo puro de perros con
enfermedad respiratoria baja, se sugiere que pueden ser patdgenos

respiratorios primarios en perros (Chandler, 2002).

Los micoplasmas pueden aislarse de TRI con mayor frecuencia en
perros de 1 ano de edad (Randolph et al., 1993). Como tal, Mycoplasma spp.
puede jugar un papel en el complejo de enfermedades respiratorias infecciosas
en perros. Es posible, sin embargo, que los signos clinicos puedan ser mas
atribuibles a virus o Bordetella spp. en lugar de a la infeccion primaria por

micoplasma en cachorros (Jambhekar, 2018).

Entre los micoplamas no cultivables que afectan a los perros se
encuentran los MH o hemoplasmas; los mismos no se pueden recuperar en
cultivo a partir de muestras clinicas, a diferencia de los anteriores, que afectan
a las mucosas. Para el diagnéstico de las infecciones por MH en perros se
emplean técnicas moleculares como la de PCR, que se caracteriza por su alta

sensibilidad y especificidad (Meseguer Peinado et al., 2012).
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1.2 Caracteristicas de los micoplasmas hemotroéficos

Como se explicd, dentro del género Mycoplasma se incluye el grupo de
los MH. Estos infectan una variedad de animales (hasta ahora s6lo mamiferos)
tanto salvajes como domésticos y son relativamente especificos del
hospedador, aunque se ha informado de infecciones cruzadas entre
hospedadores relacionados (Williy et al., 2006, 2005).

El grupo de MH del Gro. Mycoplasma se incluia anteriormente en los
Géneros Haemobartonella y Eperythrozoon (Neimark et al., 2001). Como ya se
dijo, son pequefas bacterias (<1 um), pleomérficas que se unen a los glébulos
rojos de varias especies de mamiferos. Hasta hace poco, eran clasificados
como organismos rickettsiales, basados en su pequefo tamafo, no poseer
pared por tanto aparentan propiedades de tincion Gram negativa, parasitos de
globulos rojos y transmision por artropodos hematofagos (Ristic y Kreier, 1984).
Sin embargo, su caracterizacion molecular basada principalmente en la
secuenciacion del gen 16S rRNA revel6 una relacion mas estrecha con los
miembros de la Clase Mollicutes (Neimark et al., 2001, Rikihisa et al., 1997).
Algunas de las caracteristicas fenotipicas son, en este caso, el tamafo
pequefio de los organismos y su genoma,la falta de una pared celular y
flagelos, la resistencia a la penicilina y la susceptibilidad a la tetraciclina. Los
géneros Haemobartonella y Eperythrozoon fueron reclasificados dentro del

género Mycoplasma como micoplasmashemotroficos (Neimark et al., 2001).

Los primeros estudios basados en la secuenciacion del gen rRNA 16S
revelaron la existencia de dos hemoplasmas distintos en gatos domésticos,
originalmente aislados de Ohio denominados Haemobartonella felis (Berent
et al., 1998; Messick et al., 1998; Rikihisa et al., 1997; Foley et al., 2001). Junto
con la reclasificacion, los aislamientos de Ohio y California fueron
renombrados M. haemofelis (Neimarky et al., 2001) y Candidatus Mycoplasma
haemominutum (Foley y Pedersen, 2001), respectivamente. Mas
recientemente, se identific6 un nuevo tercer micoplasma hemotropico en un
gato mascota suizo, designado Candidatus M. turicensis (Williy et al., 2006,
2005). El estatus de Candidatus para organismos recién identificados refleja un
estado provisional de procariotas incompletamente descritos y se mantiene
hastaque se disponga de mas caracteristicas para una clasificacion final
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(Neimark et al., 2001).

Los MH hemotropicos felinos muestran una relacidn filogenética muy
estrechacon hemoplasmas de roedores y caninos. Las secuencias de los
genes rRNA 16S derivadas de Candidatus M. turicensis muestran las
identidades mas altas a las de M. coccoides (92%) y M. haemomuris (90%),
que son ambos hemoplasmas de roedores (Willi et al., 2005). Las secuencias
del ARNr 16S de M. haemofelis y Candidatus M. haemominutum muestran
identidades de 99% y 94% con las de los hemoplasmas caninos M. haemocanis
y Candidatus Mycoplasma haematoparvum, respectivamente; Sin embargo,
muestran menos identidad, lo que dejo en claro que los hemoplasmas caninos
y felinos representan de hecho especies distintas (Birkenheuer et al., 2002;
Sykes et al., 2005).

Los analisis filogenéticos basados en las secuencias del gen rRNA 16S
revelan que los hemoplasmas felinos se localizan dentro de diferentes
subgrupos de MH. Se observa un patrén de agrupamiento similar para
hemoplasmas caninos y bovinos (ej.: Candidatus M. haemobovis, hemoplasma
bovino descubierto en Suiza Hofmann-Lehmann et al., 2004). Se ha
especulado que las especies de hemoplasmas de diferentes grupos se
diferencian en patogenicidad y para caracterizarla harian falta estudios

genéticos adicionales.

Al estudiar las especies de hemoplasmas felinos sobre la base de
comparaciones de secuencias utilizando ensayos de PCR, se han determinado
diferencias entre los tres micoplsamas felinos, aunque estos muestran una
identidad del 97% con los hemoplasmas de los felinos salvajes, ésto podria
indicar un intercambio de especies de MH entre felinos domésticos y salvajes
a través de vectores hematofagos (Tasker et al., 2003a; Willi et al.; 2006, Willi
et al., 2007).

Estos MH son parasitos epieritrocitarios in vivo, y sélo pueden replicarse
en el laboratorio recurriendo a especies animales susceptibles a las que se
haya esplenectomizado. Mycoplasma haemofelis (forma grande de
Haemobartonella feliso cepa Ohio), Candidatus Mycoplasma haemominutum
(forma pequena de Haemobartonella felis o cepa California) y Candidatus

Mycoplasma turicensis afectan al gato, mientras que Mycoplasma haemocanis
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(antes Haemobartonella canis) y Candidatus Mycoplasma haemoparvum
afectan al perro. El analisis desecuencias del gen de rRNA 16S de Mycoplasma
haemofelis y Candidatus Mycoplasma haemominutum muestra una identidad
del 99% y 94% con los hemoplasmas caninos M. haemocanis y Ca. M.
haematoparvum, respectivamente; sin embargo, otros genes muestran menor
identidad, determinando que se trata de especies diferentes (Messik, 2003;
Messik, 2004; Willi,2006; Willi, 2007 y Willi, 2010).

La transmisién de MH se produce a través de sangre infectada, la cual
puede ser inoculada en un individuo no infectado (por ejemplo, a través de
jeringas) aunque también se ha comprobado la transmisién por ingestion. La
transmision vectorial por artropodos como pulgas, garrapatas y piojos de
algunas especies esta probada porla experimentacion (Sykes et al., 2010a;
Willi et al., 2006b). Se acepta que no se conocen todos los mecanismos
de transmision. En cerdos no se pudo probarla transmision trasplacentaria,
aunque si se confirmo en alpacas (Almy, 2006). La transmision por piojos en
rumiantes y cerdos ha sido demostrada durante la década de los 80 (Hornoka,
2010). En el caso de los cerdos, la presencia de MH se constatd en secreciones
nasales y saliva mediante la técnica de PCR, por lo que se asume que también
podria transmitirse por estas vias al igual que por jeringas, ingestion de orina,
secreciones nasales y vaginales (Dietz, 2014). Mediante PCR, también se
detectaron en saliva de gatos, de modo que se asumidé como una posible via

de transmision, la cual no se ha comprobado en perros aun (Dean, 2007).

Diversos autores documentaron que la hemoplasmosis en gatos puede
transmitirse mediante vectores hematofagos y transfusiones sanguineas, por
calostro (Mendez Arriola y Hidalgo Armijos, 2013; Bergmann et al., 2017) y en

forma directa mediante saliva (Museux et al., 2009).

La patogenicidad (capacidad de producir dafio) de diferentes
hemoplasmas es variable en diferentes especies animales, y probablemente,
la virulencia de la cepa también desemperie un papel clave en el desarrollo de
la enfermedad. Por ejemplo, Mycoplasma haemofelis puede inducir una
enfermedad clinica aguda en gatos no esplenectomizados e
inmunocompetentes, mientras que Mycoplasma haemocanis parece ser capaz

de inducir la enfermedad solamente en perros inmunosuprimidos o
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esplenectomizados. Los sindromes clinicos van desde la anemia hemolitica

fatal aguda hasta la anemia insidiosa cronica.

Los signos de la enfermedad pueden incluir anemia, pirexia, anorexia,
deshidratacion, pérdida de peso e infertilidad. Se ha demostrado en algunos
animales infectados con hemoplasmas la presencia de anticuerpos que se
unen a eritrocitos (incluyendo crioaglutininas), detectadas por pruebas de
Coombs positivas, que generan anemia. Los animales pueden permanecer
portadores asintomaticos cronicos de hemoplasmas después de una infeccién
aguda y solo las técnicas moleculares comoPCR pueden detctarlos, por lo que
se consideran prueba patron o de oro (Happia, 2018; Oliveira Conrado,
2015).

Se ha documentado que los MH pueden vincularse con anemia en
perros (Kaewmongkol, 2017; Zobba, 2020; Steer, 2011), y R. sanguineus
participa como vector de estos microorganismos, como se ha reportado en EE.
UU. (Sykes et al., 2010).

Por otra parte, la transmisidn experimental en perros se ha demostrado
mediante administracion oral y parenteral de sangre infectada (Barker et al.,
2010) y también se dejé claro que no es necesario que los perros estén
esplenectomizados para que puedan contagiarse (de Morais et al., 2003).
La principal forma de transmisidén es probablemente a través de artrépodos
hematofagos, como la garrapata Rhipicephalus sanguineus y las pulgas
Ctenocephalide felis y C. canis cuyas distribuciones geograficas principales
estan asociadas con los climas mediterraneo ysubmediterraneo (Willi et al.,
2006a; Dantas-Torres, 2008; Foley et al. 2007, Woods, 2005; Groves, 1975).
La presencia de de ectoparasitos hematéfagos en perros es un factor que se

debe tener muy en cuenta en este tipo de patologias (Uspensky et al., 2002).

La unidn de los MH epicelulares a la superficie de los eritrocitos caninos,
causan anemia hemolitica principalmente a través de la destruccion de los
eritrocitos por el sistema de fagocitos mononucleares. La infeccidn que se
produce con estos hemoplasmas generalmente solo induce anemia

clinicamente significativa en perros esplenectomizados 0
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inmunocomprometidos, aunque las infecciones latentes pueden causar
anemia subclinica (Greene, 2002; Messick, 2001; Grenne, 2008).

Por otro lado, Candidatus Mycoplama haematoparvum se describi6é por
primera vez en asociacion con anemia en un perro esplenectomizado sometido
a quimioterapia para la leucemia (Sykes, 2005). Pero la mayoria de los perros
no esplenectomizados infectados con hemoplasmas no desarrollan evidencia
clinica de enfermedad y no tienen suficiente cantidad de microorganismos
presentes en la sangre para ser reconocidos durante los examenes de rutina a
través de un frotis sanguineo (Sharifiyazdi et al., 2014; Barker, 2010 y Criado-
Fornelio, 2003).

121 Los MH de los perros

El primer MH descripto en perros fue Mycoplasma haemocanis; esta
bacteria, junto a otros MH del género, representan un nuevo grupo de
micoplasmas y se les ha dado el hombre trivial de hemoplasmas (Neimark,
2001; Rikihisa, 1997). Se acepta que M. haemocanis es un patdégeno
sanguineo que puede causar anemia hemolitica manifiesta en perros
esplenectomizados (Hulme-Moir, 2010; Messick, 2002) y en personas
inmunodeprimidas (Bellamy, 1978; Messick, 2002). En Europa fue descripta
otra especie que afecta al perro, Candidatus Mycoplasma haematoparvum, que
muy posiblemente se comporte en forma similar a M. haemocanis, aunque
como sucede en el gato, pueden existir diferencias de patogenicidad entre los
hemoplasmas que afectan una especie animal (Sykes, 2003; Wengui, 2008). A

continuacién se describen los MH reconocidos en perros hasta el momento.

Mycoplasma haemocanis. En 2005 se recaracteriz6 Mycoplasma
haemocanis, nuevo nombre de Haemobartella canis (Kikuth, 1928; Messick,
Walker, Raphael, Berent y Shi, 2002). Barfonella canis Kikuth,1928;
Haemobartonella (Bartonella) canis (Kikuth 1928, Tyzzer y Weinman, 1939;
Ristic y Kreier, 1984); el nombre proviene de hema: sangre y canis: perro. Las

células son de cocoides a pleomorficas. La morfologia de los eritrocitos
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infectados se altera, lo que demuestra una marcada depresion en el sitio de
fijacion de Mycoplasma haemocanis. Se considera patdgeno: causa anemia
hemolitica en perros domésticos. La transmisién puede producirse por vectores
como la garrapata marron del perro (Rhijpicephalus sanguineus). Se ha
observado en asociacion con eritrocitos de perros domésticos (Hoskins J.D.,
1991). Contenido de ADN G + C (% en moles): no determinado. Tipo de cepa:
no establecido. Secuencia de acceso no. (Gen 16S rRNA): AF197337.

La hemobartonelosis canina producida por Mycoplasma haemocanis
siempre seconsider6 acotada a los perros esplenectomizados, a diferencia de
las infecciones por hemoplasmas que afectan a gatos, cerdos y ovejas, que se
presentan como graves e inclusive fatales y que afectan a animales no
esplenectomizados (Gomez, 2010; Grenne, 2008; Messik, 2004; Neimark,
2001).

Como ya se menciond, la mayoria de los perros infectados a los que no
se les realiza esplenectomia no desarrollan evidencia clinica de enfermedad,
aunque si se han presentado casos como el descrito por Garcia Luccioni en
2018 en donde una perra, residente en el Pais Vasco, de cinco aios presento
un grave cuadro de anemia que se pudo vincular a una infeccién por MH
(Grenne, 2008; Messick, 2003; Messik, 2004; Neimark, 2001; Willi, 2007).

Los perros infectados en forma latente manifiestan la enfermedad luego
de la esplenectomizacion: sin esplenectomia, es probable que la anemia sea
tan leve que no se detecte y que la cantidad de microorganismos en sangre
no sea suficientepara su reconocimiento durante el examen de rutina del
extendido sanguineo (Messick, 2003; Messick, 2004; Neimark, 2001).

Se ha informado, luego de realizar infecciones experimentales en perros,
que el periodo prepatente después de la inyeccidén intravenosa de sangre
infectada a animales esplenectomizados, varia desde 1-2 dias hasta 2
semanas. En la mayoria de los casos, los perros inoculados presentan una
anemia aguda, que progresa de manera rapida, asociada con parasitemia
practicamente constante, y en general, en estos animales se produce la
muerte dentro del mes pos-inoculacién. En pocoscasos el desarrollo de la
anemia es mas gradual como resultado de episodios parasitémicos periédicos;

los perros infectados se tornan apaticos, presentan mucosas palidas, pero en
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general muestran temperatura rectal y apetito normales (Gémez, 2010;
Grenne, 2008). A menos que se presenten otras enfermedades, los signos
clinicos son poco evidentes en los perros naturalmente infectados (sin
esplenectomia) con M. haemocanis (Gomez, 2010; Grenne, 2008; Messick,
2003; Neimark, 2001; Wengui, 2008; Willi, 2010). De la misma manera, en
estudios realizados en la especie porcina, se informé que mas del50% de los
casos registrados en Argentina, estaban asociados a otras enfermedades de

los cerdos (Pereyra, 2009).

Candidatus Mycoplasma haematoparvum. Descripto por Sykes, Ball,
Alguacil y Alevines en 2005. Su nombre deriva de hemato sangre y parvum
pequefo. Fuente de infeccion: sangre de caninos infectados (Sykes et al.,
2005). Habitat: caninos infectados. Filogenia: asignacion al grupo de
hemoplasmas del grupo de heumonia de Mollicutes (Foley y Pedersen, 2001).
Morfologia celular: sin pared; De forma cocoide. Temperatura Optima de
crecimiento: no aplicable. Estado de cultivo: no cultivable. Secuencia de acceso
N2 AY854037.1111111 (Gen 16S rRNA).

1.2.2 Mecanismos de patogenicidad de los MH

Los nuevos conocimientos sobre las propiedades compartidas y
divergentes y la patogenicidad de los hemoplasmas y otros micoplasmas
mejoraran la comprension de las enfermedades causadas por ambos grupos
de organismos. Los MH son agentes etioldgicos causales de anemia infecciosa
en una variedad de animales. Los MH son pequenos parasitos eritrociticos que
se adhieren pero que en algunos casos pueden llegar a invadir; lo anterior se
comprobd con la cepa M. suis 08/07 del MH del cerdo Mycoplasma suis
(Groebel, 2009).

Una nueva especie de MH, llamado Ca. M. haemohominis, se informé
recientemente en una persona y se asocio con sintomas clinicos de pirexia y
anemia hemolitica (Steer, 2011). En cerdos la infeccion aguda por M. suis
(anemia infecciosa en porcinos o AlP) se manifiesta como anemia hemolitica y
didtesis hemorragica acompanada de inmunomodulacion y disfuncién de la

coagulacidén debido a la coagulacién intravascular y posterior coagulopatia
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(Felder, 2010; Zachary, 1985). Sin embargo, la coagulacion intravascular
diseminada no puede explicar completamente los signos clinicos de la
infeccion por M. suis, por ejemplo, cianosis, hemorragia petequial y equimosis.
Una posibilidad es que las células endoteliales (CE) de la vasculatura estén

involucradas en la patogénesis de la AIP.

Estudios de microscopia electrénica de los globulos rojos de cerdos
infectados experimentalmente revelaron cambios morfol6gicos masivos, como
la coagulacién de la sangre en estos animales que se atribuy6 a la produccion
de anticuerpos IgM e IgG autorreactivos frios y calientes dirigidos contra la

superficiede los globulos rojos (Felder K.M., 2011).

Hasta la fecha, varias bacterias patdgenas, incluidas M. mycoides
subsp. mycoides, M. gallisepticum, M. neurolyticum, Bartonella bacilliformis,
Rickettsia conorii y Bacillus anthracis se ha descrito que atacan y danan la
barrera endotelial o interactuan estrechamente con la CE desencadenando la
respuesta inflamatoria y el proceso de coagulacién. De esta manera, pueden
interferir con la funcién protectora de las CE a través de una variedad de
mecanismos, incluida la invasion y el dano endotelial que podria inducir a
didtesis hemorragica (Arias-Stella J., 1986; Valbuena G., 2003; Valdivieso-
Garcia A., 1989). Segun evidencias, se consideré que los glébulos rojos
constituian la célula hospedadora exclusiva de M. suis. Pero se demostré que
M. suis también interactua estrechamente con las células endoteliales, lo que
da como resultado la activacién y destruccion endotelial. También se comprobo
que es capaz de producir biofilms, y que ésta podria ser la forma en que
consigue persistir en los organismos infectados sin poder detectarse. (Groebel,
2009). En definitiva la infeccion de M. suis provoca daino endotelial, la induccion
de cascadas proinflamatorias e inflamatorias y otros procesos
inmunomediados. Parece apropiado pensar que estos mecanismos podrian ser

los mismos para otros MH, incluidos los que afectan al perro.
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1221 Enfermedades que producen los MH

Si bien, los mecanismos patogénicos propios de los hemoplasmas,
todavia no estan totalmente definidos, pueden causar anemia hemolitica aguda
y diversas enfermedades cronicas en hospedadores vertebrados. El espectro
clinico de la infeccion varia desde asintomatico hasta potencialmente mortal,
dependiendo parcialmente de la susceptibilidad del hospedador crénicas
(Messick, 2004; Neimark, 2002; Pereyra, 2009).

Aproximadamente el 20% de los 10.000 cerdos analizados en un estudio
tuvieron titulos positivos para M. suis, sin embargo, los titulos disminuyeron
rapidamente y fueron insignificantes en los cerdos con infeccion crénica. Los
signos clinicos de infeccién aguda en ovejas incluyen membranas mucosas
palidas o ictéricas causadas por anemia hemolitica y disminucion de la
tolerancia al ejercicio. La enfermedad varia en gravedad y los brotes agudos
en el rebano suelen durar de14 a 28 dias. Diferentes cepas de M. ovis puede
variar en su capacidad para causar enfermedades. Las infecciones crénicas
por hemoplasma en animales, en las que se observa un numero bajo o
indetectable de MH en los frotis de sangre periférica, son bien reconocidas, y
también hay otras presentaciones clinicas en otras especies animales, las

cuales su descripcion exceden al tema del presente trabajo.

Por ultimo, cabe aclarar que en las enfermedades asociadas con la
infeccion cronica, una exacerbacion aguda y potencialmente mortal de la
anemia hemolitica en los animales portadores puede ser activada por una
enfermedad concurrente, estrés o inmunosupresion. Los animales infectados
con hemoplasmas, incluso si se tratancon antibioticos eficaces, siguen siendo
portadores cronicos después de que se hayan resuelto los signos clinicos
(Pereyra, 2009; Steer et al., 2011).
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1.2.3 Infeccion y enfermedad por MH en el perro

La amplia distribucion de M. haemocanis esta documentada en perros
de diversos paises. Cuando se observan frotis de sangre infectada, se vé que
se presentan individualmente o en cadenas que pueden dividirse, dando como
resultado una forma de Y; la cadena es a veces arqueada, produciendo una
forma de arco de violin (Kikuth, 1928). En el perro, se han informado dos formas
de infeccion por M. haemocanis. La forma aguda de la enfermedad se
caracteriza por anemia de rapido desarrollo, que se presenta con mayor
frecuencia en perros inmunosuprimidos o esplenectomizados. Esta infeccion
aguda también puede ser observada en perros no esplenectomizados que
padecen coinfecciones como babesiosis, ehrlichiosis y septicemias por
diferentes agentes. Los signos pueden incluir anorexia, letargo, pérdida de

peso y fiebre (Messick, 2004).

Se ha informado anisocitosis, globulos rojos nucleados, esferocitos y
policromasia en frotis de sangre y en ocasiones se han notificado
trombocitopenias. También resultados positivos de la prueba de Coombs
directa (Bundza, 1976; Donovan, 1960; Lumb, 1961). En algunos casos, la
anemia hemolitica aguda puede provocar la muerte. Comunmente, el perro se
recupera de una enfermedad aguda pero permanece infectado cronicamente
(Messick, 2003).

También se ha informado una forma crénica de infeccién en perros no
esplenectomizados, que no produce signos clinicos definitivos. En esta forma
de infeccion los parasitos se encuentran solo periédicamente y en cantidades
reducidas en la sangre periférica. La infeccién crénica se ha asociado con
anemia leve, leucopenia y apatia en perros infectados experimentalmente
(Messick, 2003).

Por otro lado, hay escasos informes de infeccion por Ca. M.
haemominutum en el perro, y por lo tanto se desconoce la importancia de la
infeccion. La infeccion suele ser subclinica y no se reconoce hasta que el

bazo ha sido removido (Messick, 2003).
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1.3 Prevalencia de la infeccién por MH en perros

En la revision mundial, queda claro que la prevalencia se ajusta a las
particularidades de los lugares donde fue estudiada. En América del Norte se
ha demostrado que en perros existen los MH tipicos que ya se describieron. Se
analizaron muestras de sangre de 460 perros y 71 (15,4%) resultaron
positivos; de ellos, 44 (9,6%) estaban infectados con Ca. M. haemoparvum, 15
(3,3%) estaban infectados con M. haemocanis y 12 perros (2,6%) resultaron

infectados con ambos microorganismos (Kenny et al., 2004).

Al este de Sudan fueron analizados 78 perros buscando hemopatdégenos
y utilizandose métodos moleculares; asi, 30 (38.5%) perros fueron positivos a
un solo agente: 25 a Ehrlichia canis, 2 a Anaplasma platys, 1 a M. hemocanis
y 2 a Ca. M. haemoparvum. Otro grupo de perros (48,7%) fueron positivos para

dos o0 mas de estos patdégenos (Inokuma et al., 2006).

En cuanto a la prevalencia en zonas rurales de Brasil, se analizaron
muestras de sangre de 132 perros, utilizando PCR en tiempo real: un total de
59/132 (44,7%) muestras de perros fueron positivas para MH (21 a M.
haemocanis solo,12 a Ca. M. haematoparvum solo y 21 a ambos) (da Costa

Viera, 2015). En los dos estudios anteriores fueron comunes las coinfecciones.

Recientemente, en el sur de Francia, se informaron ensayos sensibles
basados en PCR para los dos hemoplasmas caninos, M. haemocanis y Ca. M.
haematoparvum. Al aplicar estos ensayos, el 15,4% de 460 perros, resultaron

positivos (Wengi et al., 2008).

La prevalencia de M. haemocanis (5.6%) encontrada en perros de
Grecia fue similar a estudios anteriores realizados en Francia. También se
amplificaron con éxito muestras recogidas de 850 perros en ltalia, Espafna y
Portugal, y 82 (9,6%) fueron PCR positivos para hemoplasmas caninos (43 a
M. haemocanis, 34 a Ca. M. haematoparvum y 5 estaban coinfectados). La
prevalencia de hemoplasma en la muestra fue significativamente mayor en
Portugal (40%) que en ltalia (9,5%) y Espana (2,5%). Se encontraron factores

de riesgo de infeccion incluidos tales como edad joven, mestizaje e infeccion

36



por sarna. No se encontro asociacion con anemia (Novacco et al. 2010).

Un trabajo comparativo de sangre de perros de Trinidad y Tobago y de
Tanzania, resultd de la siguiente manera: 19 de las 100 muestras de Tanzania
(19%)fueron positivas para M. haemocanis solo y 1 (1%) estaba doblemente
infectado. De las 184 muestras restantes de Trinidad y Tobago, 9 (4,9%)
fueron positivas para M. haemocanis solo, 5 (2,7%) para Ca M.
haematoparvum y 2 (1,1%) estaban infectados con los dos MH (Barker et al.,
2010); lo anterior fue mayor que la prevalencia encontrada en Suiza en donde
se recolectaron muestras de sangredurante un afio de 889 perros: el 1.2% de
los perros dieron positivos por PCR en tiempo real. El estado de infeccion no
se asocio significativamente con anemia, edad o sexo. Los analisis
filogenéticos de los MH indentificados, Ca. M. haematoparvum y M.
haemocanis, revelaron una identidad = 99,8% con las secuencias conocidas
(Wengi et al., 2008). En Reino Unido se amplificaron con éxito 227 muestras de
sangre canina pero ninguna contuvo ADN de M. haemocanis o Ca. M.

haematoparvum (Warman et al., 2010).

Se investigo la prevalencia en Espafa para MH en un trabajo con 182
perros; se identificaron M. haemocanis y Ca. M. haematoparvum, con
prevalencias del14,3% y 0,6%, respectivamente. En estos perros, el sexo, la
edad, el estado de salud, la presencia de anemia y la raza no fueron
significativamente  asociados con la infeccién por hemoplasmas, pero se
encontré una asociacion significativa entre la infeccion por hemoplasmas y

vectores (Roura et al., 2010).

Al analizar la prevalencia de paises con condiciones climaticas
comparablesse observaron prevalencias mas bajas en climas mas frios y
prevalencias mas altas en climas mas célidos. Lo dicho reflejaria la importancia
de los vectores en la transmision de hemoplasmas. En climas mas frios, como
en areas de Suiza y el Reino Unido, esta garrapata no es endémica, mientras
que en Africa subsahariana (este de Sudan yTanzania) las altas temperaturas
ambientales favorecen la continua replicacion de este vector lo que conduce a

altas tasas de prevalencia.

En un estudio reciente, R. sanguineus fue la garrapata mas frecuente

encontrada en perros infestados en el condado de Tesalonica, un area dentro
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de Macedonia central (Papazahariadou et al., 2003). La influencia de las
condiciones climaticas y por lo tanto de ese vector, no es tan clara para la
prevalencia de Ca. M. haematoparvum para el cual podria existir por ejemplo
un vector alternativou otros factores. Por ejemplo, se ha demostrado que los
perros enjaulados puden tener un aumento de la infeccion por hemoplasmas
en comparacion con los perros de compafia mantenidos en hogar
posiblemente debido a una mayor densidad de poblacién con mezcla de
individuos, menos vigilancia sobre el control de ectoparasitos y mayor

probabilidad de mordeduras (Kemming et al., 2004a, Kemming et al., 2004b).

1.3.1. Prevalencia de infeccién de MH en humanos

Se ha estudiado sangre de personas de Carolina del Norte, Estados
Unidos, con y sin contacto con artropodos y ni animales domésticos, por PCR
dirigida al gen de ARNr 16S para probar la infeccion por micoplasma
hemotrépico. Particularmente la prevalencia de la infeccion por MH fue
significativamente mayor en cohortes de veterinarios, técnicos veterinarios,
conyuges de profesionales veterinarios, personas con exposicion extensa a
artrépodos y/o contacto frecuente con animales (4,7%) comparado con una
cohorte de pacientes examinados por reumatélogos debido a dolor articular
cronico o evidencia de enfermedad de vasos pequefios (0,7%). Basado en la
secuencia de andlisis de ADN, una especie similar a M. ovis fue el organismo
mas prevalentemente detectado, también se encontré Ca. M. haematoparvum
y ademas una especie de micoplasma hemotrofica potencialmente nueva,
caracterizada de manera incompleta. La exposicion historica a animales y
artrépodos vectores que pueden albergar Mycoplasma spp debiera ser
considerado durante las investigaciones epidemiolégicas y en la evaluacion de

pacientes individuales (Maggi et al., 2013).

Por otro lado, en la Republica Popular China las infecciones causadas
por MH en los animales y los seres humanos han ido surgiendo en afos
recientes. Hastala fecha el patégeno humano, que se observé con mayor
frecuencia en China, no ha sido identificado genéticamente. Sin embargo, el
potencial zoonoético de MH es evidente porque la enfermedad es mas frecuente
en los agricultores y los médicos veterinarios, que tienen mayor contacto con

animales domésticos, que en aquellas en las que el contacto es infrecuente o
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nulo. La transmision vertical de la madre al feto es posible segun algunos
autores (Zhibiao et al., 2007). Los humanos infectados pueden ser
asintomaticos o muestran diversos sintomas clinicos, que incluyen fiebre
aguda, anemia e ictericia hemolitica grave. Las infecciones humanas fueron

confirmadas por clinica y métodos de laboratorio (Hu et al., 2009).
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2. Capitulo 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis de trabajo

Las infecciones por micoplasmas hemotroficos son frecuentes en perros,
aunque en la mayoria de los casos se trata de infecciones asintomaticas.

Los perros pueden ser infectados por micoplasmas hemotréficos de otras
especies animales.

Los perros pueden presentar coinfecciones con mas de una especie de

micoplasma hemotrofico.

Objetivo general

Corroborar la presencia de MH en perros de la regidn (zona de influencia de la

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario).

Objetivos especificos

Valorar los diferentes métodos de diagndstico de laboratorio, directos y

moleculares, para la deteccién de MH.

Establecer asociaciones entre las variables ambientales y biologicas y la

infeccion con MH en perros.

Establecer la prevalencia de la infeccion por MH en poblaciones de perros de la

region.

Identificar las especies de MH que causan infeccion en los perros de la region.
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Capitulo 3: MATERIALES y METODOS (MyM)

Caracteristicas de los animales del estudio. Procedencia
geografica, alojamiento, sexo, edad y raza

A continuacion, se definen las variables utilizadas (excepto sexo) para
caracterizar la poblacion de perros estudiada en la investigacion. Se tuvo en

cuenta:

Procedencia geografica: se muestrearon perros de localidades del sur de la
Provincia de Santa Fe (San Lorenzo, Chanar Ladeado, Roldan, Villa
Constitucion, Rosario, Carcarana, Villa Mugueta, Fuentes, Totorasy Casilda)
y sudeste de la Provincia de Cérdoba (Isla Verde); dichas localidades se
encuentran a distancias que varian entre los 20 y 200Km de la Ciudad de
Casilda, tomada como centro ya que es donde se ubica la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario, este area, ubicada en el

centro geografico de Argentina, constituyo la region del estudio.

Tipo de alojamiento o lugar donde habitaban los animales estudiados

Refugio: instalaciones de acogida a animales sin hogar, perdidos o
abandonados.
Criadero: instalaciones de cria de perros para su comercializacion.

Domicilio: hogares con perros como mascotas familiares.



3.2

3.2.1

Edad: Si bien existen variaciones en la edad de acuerdo a la raza, para la

presente tesis se establecieron las siguientes categorias (franjas etarias):

cachorros: perros de 0 a 4 meses
jovenes: perros de 4 meses a 1 afo
adultos: perros de 1 a 7 afios

gerontes: perros de 7 afos en adelante

Raza: Se clasificaron los animales en mestizos o con razas definidas.

Mestizo: perro, de ascendencia desconocida, con caracteristicas dedos o
mas razas.
Raza definida: se consignd la raza cuando sus caracteristicas se

correspondian con unaraza definida.

Recoleccién de muestras de sangre

Extraccion de sangre de la vena marginal de la oreja (VMO)

En todos los perros se aplico la técnica de puncion de la VMO, muy utilizada
en otras especies animales, principalmente en el cerdo. Anatbmicamente la cara
rostral del pabellén auricular esta recorrida por las venas auriculares marginales,
seleccionadas para realizar la puncion (fotografia 2) con aguja de 16x5 (fotografia
3). Antes de realizar el procedimiento, se desinfecto la zona de modo quirurgico
con alcohol 969, se ubico la vena a punzar, se realizé una compresion manual en
la base de la oreja para demorar el retorno venoso y favorecer asi la ingurgitacion
de la vena. Una vez realizada la puncion, se contacté la gota emergente con un
portaobjetos limpio y desengrasado, evitando tocar la piel de la oreja con el mismo
(fotografia 4). Finalmente, se realizd el extendido utilizando un portaobjetos
expansor. Los portaobjetos (fotografia 5) se secaron a temperatura ambiente
protegidos dentro de cajas de carton para evitar el depdsito de particulas de polvo
ambiental u otro tipo de contaminacién que pudiera dificultar la observacién futura.
Para su transporte, los portaobjetos se sujetaron sobre tapas de telgopor con cinta
adhesiva de papel.
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Fotografia 2: Cara rostral del pabellon
auricular del perro, se observa la vena
Media Otica y sus ramificaciones por
efecto de la luz

Fotografia 3: Inciso puncién con aguja 0,5mmx16mm para
obtencién de una gota gruesa para el frotis de sangre capilar
periférica

Fotografia 4: El porta objetos se coloca
sobre la gota gruesa para obtener una
muestra de sangre

Fotografia 5: Extension de la gota de sangre en el portaobjeto.
A los efectos de lograr un frotis en capa fina, el extensor debe
mantenerse en angulo menor a 352




3.2.2

3.3

3.3.1

Extraccion de sangre de vena cefélica antebraquial (VCAB)

También se obtuvieron 5 ml de sangre de la VCAB de cada perro. Para
la técnica, se realizo tricotomia con cuchilla Oster® N°40 para maquina Oster®
ab, para corte de pelo quirurgico. Luego se desinfecté con alcohol 962y se
aplicé manguito de goma por sobre la articulacion humero-radial, para demorar
el retorno venoso y lograr la ingurgitacion de la VCAB. Acto seguido se
procedié a la venopuncidon con aguja 25x8. La sangre se recolectd de
modo directo por extravasacion del cono de la aguja, en un tubo de hemdlisis
estéril. Se utiliz6 EDTA como anticoagulante en una proporcién de 1 gota (0,3
ml) cada 10ml de sangre, rotulado con cinta de papel adhesiva, identificando
el paciente y su procedencia. Se aplicd algodon sujeto con cinta adhesiva en

el brazo del paciente.

Tanto los extendidos resultantes de la puncion de VMO vy de la sangre
obtenida de VCAB se tifieron con la coloracién hematolégica de May-Griinwald-
Giemsa (Schalm, 1981; Weiss, 2010; Servicio Central de Laboratorio. Facultad
de Ciencias Veterinarias U.N.L.P., 2019. Apuntes sobre Hematologia y Analisis
Clinico, 2019; Cowell, 2020)

Recoleccién de ectoparasitos

Todos los perros fueron exhaustivamente inspeccionados, en
busqueda de ectoparasitos (Maggi and Kramer, 2019) como se describe en los

siguientes 2 apartados.

Recoleccién de garrapatas

Para la extraccion de garrapatas, se inspeccioné todo el cuerpo de cada
perro incluyendo los espacios interdigitales y los pliegues de los pabellones

auriculares.

Localizada la garrapata, y previo a su extraccion, se aplicd sobre la
misma un algodon embebido en alcohol de 962 por un minuto para facilitar el
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desprendimiento.

Las garrapatas se extrajeron con uso de pinzas hemostaticas y mano
izquierda. Para la conservacion de los ejemplares asi recolectados se utilizaron
recipientes de 20ml de capacidad, con tapa a rosca, conteniendo alcohol
962.Todos los ejemplares del mismo perro se colocaron en un mismo
recipiente, (diferente del utilizado para las pulgas). Los colectores con

garrapatas fueron rotulados con la identificacién del paciente.

Recoleccién de pulgas

Para la recoleccion de pulgas se procedié al peinado con peine fino
pasandolo suavemente por el manto a favor de pelo en la zona dorsal y
laterales del cuerpo del perro, durante un tiempo de 10 minutos. El
procedimiento se repitid tres veces por cada zona y el deslizamiento del peine
se interrumpio para recolectar las pulgas en el momento de su visualizacion.
Para facilitar la captura de las pulgas se aplicé antipulgasfipronil topico (Front
Line®).

Las pulgas recolectadas se colocaron en recipientes de 20ml de
capacidad con tapa a rosca, conteniendo alcohol 709 para la conservaciéon de
los ejemplares. Los colectores con pulgas fueron rotulados identificando el

animal de procedencia.

Estos ectoparasitos fueron extraidos de los caninos utilizando peines
finos de acero inoxidable. Se registraron las zonas de extraccion dividiendo
las distintas regiones del cuerpo del animal: cabeza, cuello, pecho, dorso,
abdomen, axilas, miembros anteriores, miembros posteriores y espacio
interdigital. Se contaron los especimenes recolectados en cada perro. Fueron
observadas a ojo desnudo, bajo lupa estereoscopica y algunos estadios bajo

microscopio Optico a menor aumento.
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3.4

Identificacidén de ectoparasitos
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Si bien la transmisién de MH, esta relacionada a vectores hematdgenos, no

existe abundante informacion qué especies de pulgas y garrapatas se presentan en

la region en estudio, por tanto, esa informacion resulta relevante.

34.1 Identificacién de Pulgas

Las pulgas fueron observadas a ojo desnudo y bajo lupa estereoscopica.
Para la identificacion taxonémica se tuvo en cuenta la morfologia de la cabeza
y los ctenidiosgenal y pronotal. Se tuvo en cuenta basicamente la forma de la
cabeza y la longitud de las espinas del ctenidiogenal. Es tipico de varias
especies la presencia de una serie de fuertes espinas similares a peines

(ctenidios) encima de las piezas bucales (ctenidiogenal).

Entre las especies de pulgas Ctenocephalides felis y C. canis la
diferencia mas destacada es la forma y perfil de la cabeza siendo la de C. canis
mas convexa y circular que la C. felis tal como se observa en las fotografias vy,
en cuanto a los ctenidios, de la C. felis, en su peine de cabeza, la primera
espina de la mejilla se vé casi como la segunda. En C. canis, la primera espina
del peine de la mejilla posee un tamafno que es la mitad del segundo (fotografia

6 y fotografia 7). Esta fue la guia para la identificacion.



Fotografia 6 Guia de identificacion.

Pulga de gato: Ctenocefalides felis; oobservacion a 50
X con peine de cabeza, mejillas y curvatura de la

cabeza.
~R = f, : s Ctenocefalides felis. Esquema del peine de cabeza,
£ @, § mejillas ycurvatura de la cabeza.

Fotografia 7 Pulga de perro: Ctenocefalides canis;
observacion a 50 x con peine decabeza, mejillas y
curvatura de la cabeza.

Ctenocefalides canis Esquema del peine de cabeza,

-

@D % L ;§
AN

Fuente: Rochette, 1999

mejillas ycurvatura de la cabeza

3.4.2 Identificacién de Garrapatas

Para la identificacion taxondmica se tomdé como base la clave de
identificacion de Nava S. et al., 2017, teniendo asi en cuenta
presencia/ausencia de escudo, distribucion de escudo, posicion de piezas
bucales, dimorfismo sexual, posicion del surco anal, segundo segmento del
palpo, forma de labase del capitulo, tamafio de palpos, tamafno de hipostoma

y humero defestones.
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3.5 Deteccién de MH por métodos directos: busqueda de
estructurascompatibles con micoplasmas hemotroficos (ECMH)

Los frotis provenientes de la VMO, realizados durante el muestreo se
fijaron con metanol absoluto durante 3 minutos; los frotis provenientes de la
VCAB se realizaron en el laboratorio, previo a la tincion y no se fijaron sino

gue se colorearon directamente luego que se dejaron secar al aire.

La técnica utilizada para la coloracion consistio en los siguientes pasos
(adaptacion, Piaton, 2015):

- Primer paso: se cubrieron los frotis con el colorante May Grinwald (Biopur)
durante cinco minutos.

- Segundo paso: se agregd agua tamponada (estabilizador Biopur) sobre el
colorante anterior sin lavar y se contabilizaron cinco minutos.

- Tercer paso: se lavé con agua de la canilla.

- Cuarto paso: se colocé el colorante de Giemsa (Biopur) diluido (1 gota de
colorante por cada mililitro de estabilizador. Duracion de la tincion: 10 a 30
minutos.

- Quinto paso: se lavo con agua de la canilla.

Los portaobjetos se secaron presionando con papel absorbente, sin

frotar, y luego se observaron en microscopio.

3.5.1 Observacion de frotis de sangre povenientes de VMO y VCAB

Los extendidos sanguineos tefidos se observaron en microscopio
optico de campo claro a 1000X con objetivo de inmersion en aceite para
detectar formas cocoides, bacilares o anillares en la periferia de los hematies,
a estas formas se las mencionara en adelante como estructuras compatibles
con MH o ECMH.

En general los frotis se clasificaron como positivos (presencia de
ECMH) o negativos (ausencia de ECMH), y so6lo en un grupo de muestras, se
utilizd una escala para clasificar la cantidad de ECMH observadas por campo

microscopico; para las mismas se establecieron las categorias o niveles de
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infeccion detallados en la tabla IV.

Tabla Ill: Categorias o Niveles de infeccién

Categorias de infeccion segun la cantidad de ECMH a observar por campo

microscopico (observacion a 1000X):

Categorias N° de ECMH por campo microscépico (1000X)

I Sin formas compatibles: ausencia de formas en 10
campos observados

Il Muy aislada cantidad: 1 a 2 estructuras en 6 campos

1] Aislada cantidad: 1 estructura cada 2 campos

IV Regular cantidad: 1 estructura por campo
V Moderada cantidad: 2 a 3 estructuras por campo
VI Abundante cantidad: mas de 3 estructuras por

campo
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3.6 Deteccion de micoplasmas hemotroficos por
métodos moleculares

36.1 Extraccidn de acidos nucleicos

3.6.1.1 Extraccion de acidos nucleicos (ADN) desde las muestras de
sangre de VCAB

Se utilizé el kit de extraccion de ADN de sangre y tejidos DNeasy® (Cat.
N° 69504 y 69506) para obtener ADN de cada muestra de sangre extraida de
la VCA.

Se procedidé de acuerdo con el manual instructivo del kit (Westmoreland
L.S.H. y col 2019; Westmoreland L.S.H., 2017; Fenimore A., 2011; Varanat M.,
2009).

Todos los pasos de centrifugacion se llevaron a cabo a temperatura
ambiente (15-25°C), en microcentrifuga a 8000rpm por 2 o 3 segundos. Los
Buffers AW1 y Buffer AW2 se diluyeron con el agregado de etanol segun lo
indicado. Antes de su uso se disolvid cualquier tipo de precipitado agitando
suavemente los recipientes. Para iniciar se esperd a que la temperatura de
reactivos y muestras de sangre se equilibren con la temperatura del ambiente.
Se precalentd el bafo térmico a 56°C antes de iniciar las actividades. Se
siguieron los pasos subsecuentemente indicados para el caso de sangre no

nucleada:

Se dispensaron 200 ul de cada muestra de sangre en tubos de microcentrifuga
de 1,5 ml, luego se agregaron 20 ul de proteinasaK).

Se anadieron 200 pl de buffer AL y se mezcl6 con vortex y se incubo la sangre
con los agregados a 56 ° C durante 10 minutos.

Se agregaron 200 pl de etanol (96-100%). Se mezcld con vortex.

El contenido resultante se traspaso sobre una columna DNeasy Mini(para la
captura del ADN) colocada en un tubo de recoleccion de 2 ml, el que se
centrifugo a 26000 g (8000 rpm) durante 1 minuto; se desech¢ el flujo y el tubo

de recoleccion.



o Se colocé luego la columna en un nuevo tubo de recuperacién de 2 ml y se

afiadieron 500 ul de Buffer AW1; se centrifugdé durante 1 minuto a 26000 g y

nuevamente se desecho el flujo de centrifugacion

Se agregaron 500 pl de Buffer AW2 sobre la columna y se centrifugo durante
3 minutos a 20,000 x g (14000 rpm); se desechd el flujo y el tubo de recoleccion.

Se transfirié la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga y seeluy6 el ADN
agregando 200 pl de Buffer AE sobre la columna de captura; se incubd
durante 1 minuto a temperatura ambiente (15-25° C) y se centrifugd durante 1

minuto a 26000 g obteniéndose asi ADN de cada una de las muestras.

El ADN resultante se conservé en viales tipo Eppendorff con la misma
identificacion que la muestra de sangre original (DNeas y Blood&Tissue
Handbook 07/2020).

3.6.1.2 Extraccion de acidos nucleicos (ADN) de pulgas y garrapatas

Luego de identificar las pulgas y clasificarlas en C. canis y en C. felis, se
formaron pooles de por lo menos 5 pulgas de la misma especie (siempre que
fue posible), ésto es pooles de 5 ejemplares de C. felis y pooles de 5 ejemplares
de C. canis, sin perder la identificacion de los perros de los cuales provenian.

Con respecto a las garrapatas se unieron en un pool unico por procedencia.

Es asi que se formaron en Isla Verde 5 pooles de C. canis, 5 pooles de
C. felis y un pool de Riphicephalus sanguineus, en San Lorenzo 3 pooles de
C. felis y un pool mixto de C. canis y C. felis (se hizo mixto para completar el
numero de 5 pulgas en total) y en Roldan 1 pool de C. felis. Cada pool fue

identificado con un ndimero.

Las garrapatas y pulgas de cada pool se trituraron al tamano mas
pequefio posible, utilizando una hoja de bisturi numero 23 y se colocaron en

un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, manteniendo siempre su identificacion
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(Buhler, 2020; Maggi, 2019; Maggi, 2010).

A cada tubo se le afnadieron 180 pl de Buffer ATL y 20 pl de proteinasa
K, se mezclo por agitacién en vortex y se incubd a 56 ° C hasta lisis completa.
Luego se repitieron los pasos del mismo modo que en el procesamiento de la

sangre acorde al protocolo descripto en el punto 3.6.1.1.

3.6.2 Reaccion en cadenade la polimerasa

Para la deteccién de ADN de MH se utilizé PCR, amplificando una regién
especifica del gen que codifica al 16SrRNA (Jarred J., 2018; Westmoreland
L.S.H, 2017; Maggi R.G., 2013; Maggi R.G., 2013 a; Maggi R.G., 2013 b; Sykes
J.E., 2010)

Para la prueba se utilizaron los siguientes cebadores.

HemMycop16S-322s: 5 GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT 3
HemMyco16S-938as: 5' CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC 3..

La amplificacion se realizé utilizando una mezcla compuesta por 5 pl de
cada ADN extraido en un volumen de 20 ul compuesto por 12,5 pl deTak-Ex®
Premix (Fisher Scientific), 0,2 ul de cada primer (IDT® DNA Technology) y
7,5 pl de agua de grado molecular. La reaccion de amplificacidn fue realizada

usando el siguiente perfil:

. desnaturalizacion inicial a una temperatura de 95°C por un tiempode 3
minutos (un ciclo).

. desnaturalizacion de ADN a 94°C por 15 segundos, hibridizacién 68°C por 15
segundos, y extension a 72°C por 18 segundos (55 ciclos)

. un ciclo final de extension a 72°C por 30 segundos.

Los productos obtenidos de cada muestra se analizaron por
cromatografia en gel de agarosa al 2% usando luz ultravioleta; se incluyeron

controles positivos y negativos y un patron de peso molecular.
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3.6.3 Secuenciacion de los productos obtenidos en la reaccion en
cadenade la polimerasa

En todos aquellos casos en que las muestras de sangre fueron PCR
positivas, se llevod a cabo la secuenciacion directa del ADN para identificar los
MH hasta el nivel de especie. Los productos obtenidos por PCR fueron
secuenciados comparando las secuencias depositadas en el banco de datos
de GenBank y en el banco de datos propiedad del Intracelular
PathogensResearchLaboratory, College of Veterinary Medicine, North
Carolina StateUniversity (Westmoreland, 2016; O'Nion, 2015; Mascarelli,
2015; Mascarelli, 2015; Maggi, 2014).

Las secuencias de referencia para este estudio incluyeron los siguientes

numeros de acceso de GenBank:

e AY529641 (Mycoplasma haemocanis)

e GQ129113 (Ca. Mycoplasma haematoparvum)
e NR_103930 y AB610849 (Mycoplasma suis)

e (CP000848 (Rickettsia rickettsii).

Se compararon las secuencias de cada muestra positiva a PCR en la

base de datos de GenBank usando la alineacion local basica.

La herramienta de busqueda y los datos de homologia se generaron

utilizando el programa AlignX (Vector NTl suite 11.5.1, Invitrogen Inc., EE. UU.)

3.7 Deteccion por métodos moleculares de otros agentes causantesde

enfermedades vectoriales en sangre y ectoparasitos

3.7.1 Deteccion de otros agentes por PCR.

Utilizando el ADN ya extraido, en un grupo de 70 muestras de perros
de cinco localidades: Isla Verde en Cérdoba y San Lorenzo, Chanar Ladeado,
Roldan y Villa Constitucion en Santa Fe, se investigaron al mismo tiempo que
los MH, un grupo de agentes causantes de enfermedades vectoriales

(Anaplasma platy, Babesia spp, Bartonellas spp, Borrelia spp, Ehrlichia spp,

53



Francisella spp, y Rickettsia spp) (Westmoreland, 2019; Westmoreland, 2016;
Messinger, 2017; Maggi, 2014; Maggi, 2013c; Breitschwerdt, 2011;Varanat,
2011).

Especies de los géneros Anaplasma, Babesia, Bartonella, Borrelia,
Ehrlichia, Francisella, Mycoplasma y Rickettsia fueron buscados utilizando

ensayos de PCR especificos con los siguientes cebadores:

Para Bartonella spp:

o BspplTS325s: 5' CCTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG 3
o BspplTS1100as: 5' GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA 3'

Para Anaplasma spp y Ehrlichia spp:

o GEPs: 5 CTGGCGGCAAGCYTAACACATGCAAGTCGAACGGA 3
o GEPr:5'CTTCTTCTRTRGGTACCGTCATTATCTTCCCYAYTG 3

Nota: la regidén de 16SrRNA que se usa fue seleccionada para la
deteccion de todas las especies de Ehrlichia y Anaplasma (Westmoreland,
2016; Mascarelli, 2015; Maggi, 2014; Breitschwerdt, 2014; Quirollo, 2014,
Maggi, 2013c; Breitschwerdt, 2014; O'Nion, 2015).

Para Piroplasmas:

o Piroplasmai18S-144s: 5* ACCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 3
o Piroplasmai18S-772r: 5° ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA 3
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3.7.2 Secuenciacion de otros agentes causantes de enfermedadesvectoriales
detectadas por PCR

Se realizé la secuenciacion directa de ADN para identificar las especies
de los géneros de hemapatdégenos buscados por PCR, teniendo como
referencia a las secuencias correspondientes con los siguientes numeros de

acceso al GenBank:

AY055469 (Anaplasma phagocytophilum); AF399916 (plataformas de
Anaplasma spp); KU710803 (Babesia vogeli); AY618928 (grande sin nombre
Babesia spp. "palma de coco"); AF271081 (Babesia gibsoni); NC_005956.1
(Bartonella henselae Houston I); AF369529 (B. henselae SA2); DQ059763
(Bartonella vinsoniiberkhoffiigenotipo 1l); DQ059764 (genotipo B. vinsonii
berkhoffii Ill); AF312490 (Bartonella koehlerae); AB896695 (Bartonella
clarridgeiae); NC_007354 (Ehrlichia canis); NR_044747 (Ehrlichia ewingii);
AY529641.

Las secuencias fueron comparadas a la base de datos GenBank
usando la alineacién local basica. La herramienta de busqueda y los datos de
homologia se generaron usando el software AlignX (Vector NTI suite 11.5.1,

Invitrogen Inc., EE. UU.)

3.8 Analisis estadistico

Dado un estimador para una variable estadistica discreta binaria se

definen dos valores asociados importantes: sensibilidad y especificidad.

La sensibilidad indica la capacidad de una prueba para detectar la
presencia de la enfermedad en sujetos efectivamente enfermos. Una prueba

sensible se caracteriza por una baja proporcién de falsos negativos.



La especificidad indica la capacidad de una prueba para detectar la
ausencia de la enfermedad en sujetos efectivamente sanos. Una prueba

especifica se caracteriza por una baja proporcion de falsos positivos.

Para poder estimar la sensibilidad y la especificidad de una prueba
diagnostica debemos contar con un criterio para determinar si los individuos
presentan o no infeccion por MH. En el caso que nos ocupa esa respuesta nos
la da la PCR como prueba de referencia (Gold Standard) de alta especificidad
y sensibilidad ya que detecta la presencia de ADN de los agentes que se

investigan (MH).

Dos valores asociados a los anteriores son:

El valor predictivo positivo de la técnica, es decir, la proporcion de
individuos con test positivos que estan efectivamente enfermos.

El valor predictivo negativo que indica la proporcion de individuos

con test negativo que no presentan la enfermedad

Por ultimo, se puede calcular la razon de verosimilitud (likelihood ratio
test) definida como la razdén o cociente entre la probabilidad de observar un
resultado en individuos con la condicién en estudio (patologia) y la probabilidad

de obtener dicho resultado en individuos sin la condicion (patologia).

Es decir, ante un resultado positivo de la prueba, cuantas veces es mas
probable que ese individuo presente la patologia. Si la razon de verosimilitud
es de 3,2, por ejemplo, ello significa que un individuo con resultado positivo a
la prueba tiene una probabilidad 3,2 veces mayor de tener efectivamente la

patologia que un individuo con un resultado negativo a la prueba.

La razon de similitud se calcula como: RS = [sensibilidad / (1-

especificidad)]

La sensibilidad, la especificidad y la razon de similitud que vincula a
ambas, son propiedades de la prueba, mientras que los valores predictivos,
tanto positivo como negativo, son propiedades de la poblacion bajo analisis.
Decir que son propiedades de la prueba significa que son independientes de la
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prevalencia de la condiciéon bajo estudio en la poblacién bajo estudio. Ello
implica que si se llevan a cabo los calculos precedentes en dos poblaciones
con diferente prevalencia de la condicion evaluada: la especificidad, la
sensibilidad y la razon de similitud seran coincidentes mientras que los valores
predictivos diferirdan en una y otra poblacion. Para los calculos se utilizaron las

siguientes férmulas; se presentan primero las abreviaturas:

Sensibilidad: S

Especificidad: E

Verdaderos Positivos: VP
Falsos Negativos: FN

Falsos Positivos: FP

Valor Predictivo Positivo: VP+
Valor Predictivo Negativo: VP-

Razén de similitud: RS

S =[VP / (VP +FN)]

- E=[VN/ (VN +FP)]

« VP+=[VP / (VP + FP)]
» VP- =[VN / (VN + FN)]
*RS =[S /(1-E)]

Se calcul6 la S, la E, el VP+, el VP- y la RS para la prueba de
microscopia, es decir la observacion de extendidos coloreados a 1000 X, que
discrimina a los casos en infectados [ECMH (microscopia) +] y no infectados
[ECMH (microscopia) -] en base a la prueba de PCR.

El porcentaje de infeccién por MH a través de la PCR (PCR positiva)
yla deteccion de diferentes especies de MH (secuenciacion) se asocio con las
variables de procedencia geografica, alojamiento, edad, sexo, presencia de
ectoparasitos y lesiones en piel utilizando la prueba de Chi-Cuadrado.

La prueba de Chi-Cuadrado es un procedimiento estadistico que
determina si existe una diferencia significativa entre los resultados esperados
y los observados en una o mas categorias. Es una prueba no paramétrica que
es utilizada para examinar las diferencias entre variables categoéricas en la

misma poblacion; también puede utilizarse para validar o proporcionar un
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contexto adicional para las frecuencias observadas. El test de Fisher es una
prueba similar pero para un tamano muestral mas pequeiio. Como se vé en
Resultados, la idea basica de la prueba es comparar los valores de los datos
reales que se esperarian si la hipétesis nula fuera cierta. De esta forma, se
busco determinar si una diferencia entre los datos observados y los esperados

se debieron al azar, o a una relacion entre las variables estudiadas.

La informacion se organizo en tablas de contingencia y se analiz6 con
el test exacto de Fisher o con una prueba chi-cuadrado de independencia u

homogeneidad segun correspondiera (Bravo-Grau y Cruz Q, 2015).

4 Capitulo 4: RESULTADOS

4.1 Dinamica muestral. Procedencia geografica, alojamiento, edad, razay

sexo de losperros muestreados.

Se estudiaron ciento sesenta y dos perros de la zona de influencia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario que
incluye el sur de la provincia de Santa Fe y el Sudeste de la provincia de
Cérdoba.

Asi, en un refugio de Isla Verde se muestrearon veintiseis individuos (dos
cachorros mestizos machos; diecieis jovenes mestizos, siete hembras y nueve
machos; siete adultos mestizos, seis hembras y un macho, un geronte Galgo

hembra).

En un criadero de la ciudad de San Lorenzo se estudiaron veinte perros
mestizos (siete jovenes, tres machos y cuatro hembras; un adulto hembra; doce

gerontes, seis machos y seis hembras).

De un domicilio de la ciudad de Chafar Ladeado se obtuvieron muestras

de dos perros hembras gerontes de razas Dalmata y Collie.

De otro criadero de la ciudad de Roldan se obtuvieron veinte muestras de
perros (nueve hembras jovenes, cinco Shitsu, tres caniches y una mestiza; seis

adultos cinco hembras, un Shitsu, dos Caniches Toy, un Galgo, un Fila Brasilefio
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y un macho Gran Danés; cinco gerontes, cuatro hembras tres mestizas, una

Cocker Spaniel y un macho Doberman)

En la ciudad de Villa Constitucién se muestrearon tres perros adultos. Tres

hembras mestizas con propietario, dos adultas y una cachorra.

En la ciudad de Rosario, se obtuvieron muestras de veintiiin perros adultos
alojados en un refugio (Instituto Municipal de Salud Animal, IMUSA). Catorce
eran hembras: una raza Dogo argentino, un Bordercollie, un Dachshund, once
mestizas, siete eran machos: uno de raza Dachshund, otro Galgo y cinco

mestizos.

De un refugio (establecimiento municipal) para perros abandonados en la
localidad de Carcarafia, se obtuvieron veinte muestras de doce hembras
mestizas, una joven, nueve adultas, dosgerontes; y de ocho machos mestizos

seis adultos y dos gerontes.

De domicilios ubicados en Villa Mugueta se obtuvieron muestras de nueve
perros. Dos eran hembras mestizas jovenes, dos hembras adultas mestizas, tres
hembras gerontes (dos mestizas y un Caniche toy) y dos machos adultos

mestizos.

En la localidad de Fuentes, se tomaron muestras de once perros, todos de
domicilios, cinco eran hembras: una joven, dos adultas y una geronte mestizas
y una adulta de raza Labrador; también seis machos mestizos, un cachorro, un

joven y cuatro adultos.

En la ciudad de Totoras se muestrearon dos hembras alojadas en

domicilios de raza Boxer, una adulta y una geronte.

En la ciudad de Casilda, se muestrearon veintiocho perros adultos: catorce
hembras que incluian doce mestizas, una Caniche Toy y una Ovejero aleman y
catorce machos de los cuales ochoeran mestizos, dos Ovejero aleman, uno

Pointer, uno Bull dog francés y dos Labradores, todos alojados en domicilios.
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En la tabla IV se presentan los datos sintetizados reuniéndose las
variables y la composicion de la muestra en estudio. Los datos de los perros
se recolectaron en una ficha individual en la cual, ademas del tipo de
alojamiento, raza, sexo y edad, se consignaron signos compatibles con anemia
(palidez o ictericia en mucosas), estado del manto, estado nutricional,
presencia de lesiones cutaneas y presencia de ectoparasitos. A cada perro se
le extrajo una muestra de 4 ml de sangre de la vena cefalica antebraquial
(VCAB) y se le realizo puncion de la cara interna del pabellon auricular para
realizar frotis in situ. Simultaneamente, se llevo a cabo la revisacion clinica para
la deteccion de ectoparasitos (pulgas y garrapatas), de lesiones cutaneas y de

signos de anemia en mucosas (Vaden, 2011; Marquez Cortéz, 2015).
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Tabla IV. Procedencia geografica, alojamiento, edad, raza y sexo de los
perros muestreados. Se muestra el detalle del total de los animales
muestreados en las dieferentes localidades en donde se trabajo, y aclara

informacién sobre la naturaleza de las muestras.

o
Procedencia N® de Alojamiento Edad Raza Sexo
perros
Isla Verde 25 Refugio 2 cachorros 26 mestizos 14 hembras
Cdrdoba 16 jovenes 1 Galgo 12 machos
7 adultos
Domicilio 1 geronte
San Lorenzo 20 Criadero 7 jovenes 20 mestizos 11 hembras
Santa Fe 1 adulto 9 machos
12 gerontes
Chafiar Ladeado 2 Domicilio 2 gerontes 1 Délmata 2 hembras
Santa Fe 1 Collie
Roldén 20 Criadero 9 jbvenes 6 Shitsu 18 hembras
Santa Fe 6 adultos 6 Caniche Toy 12 machos
5 gerontes 1 Galgo
1 Fila brasilefio
1 Cockerspaniel
1 Doberman
4 mestizos
Villa Constitucién 3 Domicilio 1 cachorra 3 mestizas 3 hembras
Santa Fe 2 adultas
Rosario 21 Refugio 21 adultos 16 mestizos 14 hembras
Santa Fe 2 Dachshund 7 machos
1 Dogo argentino
1 Border collie
1 Galgo
Caracarafa 20 Refugio 1 joven 2 mestizos 12 hembras
Santa Fe 15 adultos 8 machos
4 gerontes
Villa Mugueta 9 Domicilio 2 jbvenes 8 mestizos 7 hembras
Santa Fe 4 adultos 1 Caniche Toy 2 machos
3 gerontes
Fuentes 11 Domicilio 1 cachorro 10 mestizos 5 hembras
Santa Fe 2 j6venes 1 Labrador 6 machos
7 adultos
1 geronte
Totoras 2 Domicilio 1 adulto 2 Boxer 2 hembras
Santa Fe 1 geronte
Casilda 28 Domicilio 28 adultos 20 mestizos 14 hembras
Santa Fe 1 Caniche 14 machos
3 Ovejeros
1 Pointer
1 Bulldog

2 Labrador




4.2 Lesiones dérmicas y ectoparasitosis en los animales muestreados

A continuacién, para cada procedencia, se describen las lesiones de piel

y la presencia de ectoparasitos.

En Isla Verde, de los veinticinco perros muestreados en el refugio, en
veintitrés se hallaron ectoparasitos y en solo siete animales lesiones
secundarias al rascado que incluyeron alopecia difusa, eritema retro auricular
de disposicién bilateral, depilacidén, hiperpigmentacion e hiperqueratosis en
dorsal del area lumbosacra y produccion de caspa leve a intermedia. En diez
de estos veinticinco animales se recolectaron pulgas y de uno de ellos,

garrapatas.

En el criadero de San Lorenzo se observaron en todos los veinte perros
signos cutaneos, como depilaciones difusas con eritema retroauricular de
disposicion bilateral, depilacibn mas intensa con hiperpigmentacion e
hiperqueratosis en dorsal del area lumbosacra, y produccion de caspa leve a
intermedia; en los veinte perros en que se recolectaron pulgas, en general se

constaté un alto grado de infestacion.

Del domicilio de Chanar Ladeado, se obtuvieron solo muestras de sangre

ya que las dos perras no presentaban lesiones ni ectoparasitos.

Del criadero de Roldan se recuperaron pulgas sélo de cuatro de los veinte
ejemplares; el perro de raza Fila brasilero presentd signos de sarpullido

generalizado con piodermia leve.

Con respecto a los tres perros de domicilio de Villa Constitucién, todos

presentaron pulicosis pero en ninguno hubo lesiones de piel.

Tampoco se observaron lesiones de piel en los veintitun perros del refugio
de Rosario; si se recolectaron pulgas en nueve de ellos y solo uno de los perros

present6 un cuadro de garrapatosis.

Un unico perro del refugio de Carcarana presentd lesiones compatibles
con rascado, es decir eritema y alopecia marcada en zona retroauricular
bilateral, pero cinco perros presentaban pulicosis, por lo que se recolectaron

pulgas.
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Los nueve perros de domicilio de Villa Mugueta no presentaban lesiones
cutaneas, pero de dos de ellos se recolectaron pulgas, de uno garrapatas y de

cuatro pulgas y garrapatas.

Cinco de los once perros de domicilio de Fuentes presentaron pulgas y

dos de ellos conjuntamente garrapatas.

En la ciudad de Totoras las dos hembras adultas de raza Boxer no

presentaban lesiones cutaneas y ni ectoparasitos.

Los veintiocho perros de Casilda presentaban signos cutaneos como
depilaciones difusas con eritema retroauricular con disposicién bilateral,
depilacidn intensa con hiperpigmentacion e hiperqueratosis en dorsal del area
lumbosacra, y produccion de caspa leve a intermedia, aunque de ellos no se

recolectaron ectoparasitos.

4.2.1 Identificacién de ectoparésitos.

En los veintitrés perros con pulicosis (23/26) de lIsla Verde se
identificaron las dos especies de pulgas que afectan a los perros: en todos los
animales se identifico C. felis (23/23) y en diecinueve de ellos (19/23) también
C. canis. Fue en esta poblacion donde C. canis manifesté su mayor presencia.
Ademas en siete de esos perros se detectd R. sanguineus junto a las dos

especies de pulgas.

En los veinte perros parasitados de San Lorenzo, se hallaron en todos C.

felis (20/20) y en cinco de ellos (5/20), conjuntamente con C. canis.

Los cuatro perros parasitados de Roldan (4/20) estaban infestados con C.

felis.

En Villa Constitucion, los tres perros presentaron pulicosis, pero no se

realizo la identificacion de las pulgas (no se pudieron conservar).

De los cinco perros con pulgas de Fuentes se encontré C. felis encuatro,
en uno de esos cuatro también C. canis (coinfestacion) y en el restante C.

canis y R. sanguineus.



En Rosario, ocho animales (8/21) presentaron C. felis, uno de estos ocho
estaba infestado conjuntamente con R. sanguineus. Un noveno perro presento

C. canis junto a Heterodoxus spiniger.

De los perros estudiados en Villa Mugueta cinco (5/9) presentaron C.
felis y tres de ellos también R. sanguineus; uno de los perros presentd C. canis

y R. sanguineus, y otro solamente R. sanguineus.

De los cinco perros con ectoparasitos de Carcarana, solo se pudieron

identificar las pulgas de dos animales: uno presentaba C. felis y otro C. canis.

Finalmente puede decirse que el 43% de los perros muestreados
presentaba ectopasitos, predominando C. felis que afecté al 40% del total;
mientras tanto C. canis se encontro en el 17% de los animales y R. sanguineus

en el 9%.

En la Tabla V se detallan las oportunidades en las que fueron
recolectados ectoparasitos en las distintas localidades, la presencia de
diferentes especies de ectoparasitos encontradas y las coinfestaciones
halladas. Se ilustran con fotos de ambas especies de pulgas halladas y de
ejemplares de macho y hembra de la unica especie de garrapata obtenida de

los perros (fotografias 8, 9, 10, 11y 12).

Tabla V: Hallazgos de ectoparasitos en perros de diferentes localidades.

NuUmero de perros parasitados sobre el total muestreado para cada localidad y
detalle de cuantos estaban parasitados con C. felis, con C. canis y con R.

sanguineus.
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Numero de perros con distintas especies

de ectoparasitos

Parasitados/

Localidad Muestreados C. felis C. canis R. sanguineus
Isla Verde 23/26 23 19 7
Chanar Ladeado 0/2 i i i
San Lorenzo 20/20 20 5 -
Roldan 4/20 4 - -
Villa Constitucion 0/3 i i i
_ 8 - 1

Rosario 9/21 ]
Carcarafa 2/20 1 1 -

5 - 3
Villa Mugueta 7/9 - 1 1

- - 1

4 1 1
Fuentes 5/11

- 1 1
Totoras 0/2 - - -
Casilda 0/27 - - -
Total 70/162 65/162 29/162 15/162

Fotografia 7 Pulga de gato
(Ctenocephalides felis)

Fotografia 8 Pulga de perro

(Ctenocephalides canis)




Fotografia 9: Macho de garrapata Ripicephalussanguineus

Fotografia 10: Hembra de garrapata Ripicephalussanguineus

Fotografia 11: Comparacion de tamafios entre macho y hembra de la garrapata
Ripicephalus sanguineus
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4.3 Deteccion de micoplasmas hemotréficos por métodos directos

4.3.1 Observacién de ECMH en frotis de sangre periférica

Como se indico en MyM se realizaron las punciones, los frotis y la
lectura de los frotis tefiidos con May Griinwald-Giemsa, en busqueda de ECMH
adheridos a los eritrocitos. Se consider6 ECMH a toda forma cocoide o bacilar

ubicada en la periferia de los glébulos rojos.

Fotograﬁa 12: Frotis tefiido con May Griinwald

‘ Giemsa.
ECMH adheridos a los eritrocitos, observacion a
1000x

@‘ ’ ‘ Flechas indicando ECMH.
U@F ' @

Salvo en las muestras de Chafnar Ladeado, en todas las localidades se
detectaron ECMH en los frotis sanguineos observados. Los resultados por
localidad de procedencia se detallan en la Tabla VI. El numero total de
muestras analizadas por microscopia en frotis de VMO fue de 135; no se

pudieron analizar por este método los 162 perros totales.
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Tabla VI. Deteccién de ECMH en frotis de sangre obtenidos de VMO en

perros de diferentes procedencias.

ECMH
Localidad Total de muestras
Observados % de
afectados
Isla Verde 26 17 65
San Lorenzo 20 20 100
Chanar Ladeado 2 0 0
Roldan 21 18 90
Villa Constitucion 3 1 33
Rosario 21 10 48
Carcarana 20 16 80
Villa Mugueta 1 11
Fuentes 11 5 50
Totoras 2 100
135 90/135 67

4.3.2 Observacion de ECMH en frotis de sangre de VCAB

De los perros estudiados; los porcentajes de infeccion presentaron las

siguientes variaciones en las localidades muestreadas: San Lorenzo 100%,
Roldan 86 %, Isla Verde 65%, Fuentes 45 %, Rosario 43%, Villa Constitucion
33%, Villa Mugueta 11% y Chafar Ladeado 0%.

No se incluyeron los resultados de los frotis de Carcaraina, Casilda y

Totoras que no pudieron leerse, por un deterioro del material en el transporte.
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Tabla VII: Deteccion de ECMH en frotis de sangre de VCAB en perros de
diferentes procedencias. Se detalla el numero de frotis con ECMH (nimero
de positivos) y porcentaje (%) de positivos (nimero de positivos en el total de

muestras) por localidad.

, Total de Deteccion de ECMH
Localidad muestras Numero de % de
positivos positivos
Isla Verde 26 17 65
San Lorenzo 20 20 100
Roldan 21 18 86
Villa Constitucion 3 1 33
Rosario 21 9 43
Villa Mugueta 9 1 11
Chariar Ladeado 2 0 0
Fuentes 11 5 45
113 71 64

4.3.2.1 Comparaciéon entre los resultados obtenidos en frotis de sangre de
VMO y VCAB

Con el objetivo de establecer diferencias en la deteccion de ECMH entre
sangre periférica de VMO y VCAB, se realiz6 un estudio comparativo con las
muestras obtenidas de los perros de San Lorenzo y Roldan, es deciren un
total de 80 muestras, obtenidas de VMO y de VCAB de cada uno de los 40
perros (dos muetras por perro). Se utilizé la clasificacion cuyos criterios se

detallaron en el punto 3.5.1 de MyM.

Utilizando la escala de numero de ECMH por campo, en un grupo de
27 perros las lecturas resultaron idénticas para ambas técnicas, en las
muestras de seis perros la diferencia de lectura fue de un punto y en otros cinco
perros la diferencia entre las dos técnicas fue de 2 puntos de la escala (Tabla
VIl). Debido a que las diferencias detectadas no fueron significativas, se
decidi6 continuar a partir de aqui realizando solo frotis de VCAB y evitando la

puncién de la VMO.

En la tabla VIII se observan los resultados de la lectura segun la escala



del numero de ECMH (Categorias | a VI) en un grupo de cuarenta perros. Estos

perros fueron exclusivamente los domiciliados en San Lorenzo y Roldan.

Tabla VIII: Comparacion de resultados entre frotis de sangre de VMO y
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de VCAB
Deteccidon de ECMH en frotis, perros de Deteccién de ECMH en frotis,
San Lorenzo perros de Roldan
ID delperro VMO VCAB ID del VMO VCAB
perro
1 \Y, \Y, 21 VI Vv
2 Il v 22 Il Il
3 v v 23 1] 1]
4 [l [l 24 1] Il
5 I [l 25 Il Il
6 v v 26 I I
7 VI VI 27 1] M
8 VI VI 28 VI Vv
9 VI VI 29 1] 1]
10 VI VI 30 VI VI
11 VI VI 31 Il Il
12 VI VI 32 VI \Y
13 VI VI 33 VI VI
14 VI v 34 1] 1]
15 VI v 35 Il Il
16 1] \Y 36 v v
17 1] 1] 37 v 1
18 v Il 38 v [
19 Vv \Y 39 I I
20 VI \Y 40 Il Il




4.4 Deteccion de MH por métodos moleculares

44.1 Resultados dela PCR

4.4.1.1 Resultados de la PCR en sangre
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El porcentaje general de infeccion por MH o de positivos a PCR, fue de

un 48% (78/162).

En cada localidad el porcentaje de perros positivos fue: en Isla Verde se
detectaron 20 de 26 (77%), en Chanar Ladeado 1 de 2 (50%), en San Lorenzo,
18 de 20 (90%), en Roldan, 13 de 21 (65%); en Villa Constitucion, 2 de 3 (67%),
en Fuentes 3 de 11 (27%), en Rosario 6 de 21 (29%), en Villa Mugueta 6 de 9

(44%), en Carcaraina 7 de 20 (35%), en Totoras ningun perro resultd positivo y

en Casilda 4 de 27 (15%). Estos numeros se pueden apreciar en la tabla IX.

Tabla IX: Resultados de la PCR segun procedencia geografica.

o Nedopososa T
PCR
Isla Verde 26 20 77
San Lorenzo 20 18 90
Chafiar Ladeado 2 1 50
Roldan 21 13 62
Villa Constitucion 3 2 67
Rosario 21 6 29
Carcarafa 20 7 35
Villa Mugueta 9 6 44
Fuentes 11 3 27
Totoras 2 . i}
Casilda 27 4 15
Totales 162 78 48

A continuacion se agruparon las localidades de zonas rurales: Isla

Verde, Chanar Ladeado, Fuentes, Carcarafia, Villa Mugueta, Totoras y Roldan

(zona rural) y por otro lado las ciudades: San Lorenzo, Villa Constitucion,

Rosario y Casilda (zona urbana). Estos numeros se pueden apreciar en la tabla

X.
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Tabla X: Resultado de la PCR segun procedencia de las
muestras: zona urbana o rural. Se muestra el numero de positivos y el
porcentaje de infeccion a PCR para los perros muestrados de acuerdo a la

procedencia de zona rural o urbana.

Localidad Total de iy Tipo de zona
muestras Positivos a PCR

Isla Verde 26 20
Chafiar Ladeado 2 1 ZONA RURAL
C.arcaraﬁé 20 7 50/91
Villa Mugueta 9 6 55%
Fuentes 11 3
Totoras 2 -
Roldan 21 13
S.an Loren?o _ 20 18 ZONA URBANA
Villa Constituacion 3 2 30/71
Rosario 21 6 42%
Casilda 27 4

44111 Alojamiento y porcentaje de positivos a PCR

Considerando los perros alojados en refugios, de un total de 66, 33
resultaron positivos (50%). En los 55 perros provenientes de domicilios, 14
fueron positivos (25%). En el caso de los criaderos, de un total de 41 perros, 31

resultaron positivos (76%); tabla XI.
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Tabla XI: Resultados positivos a PCR en los diferentes alojamientos segun

localidades
Localidad Perros Refugio Domicilio Criadero
Isla Verde 26 20/26 0/1
San Lorenzo 20 18/20
Chanar Ladeado 2 1/2
Roldan 21 13/21
Villa Constitucién 3 2/3
Rosario 21 6/21
Carcarana 20 7/13
Villa Mugueta 9 4/9
Fuentes 11 3/8
Totoras 2 0/2
Casilda 27 4/23
Totales 162 33 14 31

4.4.1.1.2 Sexo y porcentaje de positivos a PCR

En Isla Verde, de los trece machos muestreados, diez (10/13)
resultaron positivos (77%), e igual resultado se obtuvo en las trece hembras,
En Chafar Ladeado de un total de dos hembras, una (1/2) resulté positiva
(50%). En San Lorenzo de veinte perros estudiados nueve fueron machos
resultaron todos (9/9) positivos (100%) y de las once hembras nueve (9/11)
resultaron positivas (82%). De un total de veintiun perros, de Roldan, uno de
los cuatro machos (1/4) result6 positivo (25%) y trece de las diecisiete (13/17)
hembras fueron positivas (72%). Del total de tres perros en Villa Constitucion,
todas hembras, dos (2/3) resultaron positivas (67%). De la localidad de Fuentes
de un total de once perros, seis machos uno resultd (1/6) positivo (17%) y de
las cinco hembras dos (2/5) resultaron positivas (40%). En Rosario, de veintiin
perros en total siete machos de los cuales dos (2/7) resultaron positivos (29%)
y de las catorce hembras cuatro (4/14) resultaron positivas (29%). De los
nueve perros de Villa Mugueta, las siete hembras cuatro (4/7) positivas (57%).
De veinte perros estudiados en la ciudad de Carcarana, de los ocho machos,

tres (3/8) positivos (37%); de las doce hembras cuatro (4/12) positivas (33%).



En la ciudad de Casilda, de veintisiete perros muestreados, catorce machos
dos (2/14) positivos (14%), de las trece hembras dos (2/13) positivas (15%).

Tabla Xll: Resultados positivos a PCR de acuerdo al sexo y localidades.
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Machos Hembras

Localidad Total
N® poZict:il\:‘;os % N® poZi?iI\:jOS %
Isla Verde 26 13 10 77 13 10 77
San Lorenzo 20 9 9 100 11 9 82
Chanar Ladeado 2 - 0 2 1 50
Roldan 21 4 1 25 17 13 76
Villa Constitucién 3 - 0 0 3 2 67
Rosario 21 7 2 29 14 4 29
Carcarana 20 8 3 37 12 4 33
Villa Mugueta 9 2 0 0 7 4 57
Fuentes 11 6 1 17 5 2 40
Totoras 2 - 0 2 0 0
Casilda 27 14 2 14 13 2 15
Total 162 63 28 44 99 51 51

4.4.1.1.3 Razay porcentaje de positivos a PCR

En Isla verde, veinticinco perros fueron mestizos y de ellosdiecinueve

(19/25), resultaron positivos (76%), uno solo de raza galgo (1/1) resulté positivo

(100%). En Chanar Ladeado, las perras eran de razas definidas y una (1/2)

resulto positiva (50%). Los veinte perros de San Lorenzo,fueron todos mestizos

y dieciocho (18/20) resultaron positivos (90%). En la ciudad de Roldan de

veintiun perros, dieciséis fueron de raza definida y once (11/17), resultaron

positivos (65%), de los cuatro mestizos, dos (2/4) resultaron positivos (50%).




En Villa Constitucion los tres perros estudiados fueron mestizos de los cuales
dos (2/3) fueron positivos (67%). En Fuentes fueron estudiados once perros de
los cuales diez eran mestizos y tres (3/10) resultaron positivos (30%) y uno de
raza definida resultd negativo. De los veintiun perros estudiados en Rosario,
diecisiete eran mestizos y de ellos cinco (5/17) fueron positivos (29%), de los
cuatro de raza definida uno (1/4) resultd positivo (25%). En Villa Mugueta, de
los ocho mestizos, tres (3/8) fueron positivos (37%); el perro de raza definida
resulto (100%) positivo. De los veinte perros de Carcarana, todos mestizos, de
los cuales siete (7/20) fueron positivos (35%). De la ciudad de Totoras, dos
perros de raza definida resultaron negativos. De la ciudad de Casilda los
veintisiete perros eran mestizos de los cuales cuatro (4/27) resultaron positivos
(15%).

Es decir, quince de veintiocho perros totales de razas definidas (54%)

ysesenta y tres de ciento treinta y cuatro mestizos (47%) fueron positivos;

tabla XIlII.

Tabla XIll: Resultados positivos a PCR en perros segun raza y localidad.
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Total de Mestizos Raza definida
Localidad perros PCR % PCR PCR % PCR
Positivo Positivo Positivo Positivo
Isla Verde 26 19/25 76 11 100
San Lorenzo 20 18/20 90 0/0 0
Chanar Ladeado 2 0/0 0 1/2 50
Roldan 21 2/4 50 11/17 65
Villa Constitucion 3 2/3 67 0 0
Rosario 21 517 29 1/4 25
Carcarana 7 7/20 35 0 0
Villa Mugueta 9 3/8 37 1/1 100
Fuentes 11 3/10 30 0/1 0
Totoras 2 0/0 0 0/2 0
Casilda 27 4/27 15 0 0
Total 162 63/134 47 15/28 54




4.4.1.1.4 Lesiones cutaneas y porcentaje de positivos a PCR

En Isla Verde de veintiséis perros, siete (7/26) presentaban lesiones,
cutaneas y de esos siete, cuatro (4/7) fueron positivos (57%). En Chanar
Ladeado, ninguno (0/2) de los dos perros presento lesiones, y uno de ellos (1/2)
resultdé positivo (50%). De los veinte perros de San Lorenzo, todos (20/20)
presentaron lesiones y dieciocho (18/20) de estos perros resultaron positivos
(90%). En cuanto a la ciudad de Roldan, de los veintiun perros, hubo un solo
perro (1/21)con lesiones que resultd positivo (100%) y veinte (20/21) no
presentaron lesiones y de ellos doce (12/20) resultaron positivos (60%). De
Villa Constitucion, fueron tres perros, ninguno (0/3) con lesiones pero dos (2/3)
resultaron positivos (67%). En la localidad de Fuentes, ninguno (0/11) de los
once perros presento lesiones; resultaron tres (3/11) positivos (27%). En la
ciudad de Rosario, de veintiun perros ninguno (0/21) presento lesiones y seis
(6/21) fueron positivos (29%). En Villa Mugueta, los nueve perros estudiados
no tenian lesiones (0/9) pero cuatro (4/9) fueron positivos (44%). De los veinte
perros de Carcaraia, diecinueve (19/20) no presentaron lesiones de loscuales
siete (7/19) resultaron positivos (37%); uno solo (1/1) presento lesiones y
resulté positivo (100%). En Totoras, hubo dos perros sin lesiones (0/2) y ambos
fueron negativos (0/2). En la ciudad de Casilda, fueron veintisiete perros sin

lesiones (27/27) y cuatro (4/27) resultaron positivos (15%).

De los veintinueve perros con lesiones veinticuatro resultaron positivos
83% (24/29) lo que representa el 15% (24/162) de la poblacion en estudio.

De los ciento treinta y tres perros sin lesiones, cincuenta y dos

resultaron positivos 39% (52/133); los resultados se muestran en la tabla XIV.
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Tabla XIV: Resutados positivos a PCR en perros con y sin lesiones

cutaneas en las diferentes localidades.
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' Total de Con Igsiones Sin lesiones cutaneas
Localidad perros cutaneas

PCR % PCR PCR % PCR

Positivo Positivo | Positivo Positivo
Isla Verde 26 417 57 16/19 84
San Lorenzo 20 18/20 90 0/0 0
Chanar Ladeado 2 0/0 0 1/2 50
Roldan 21 11 100 12/20 60
Villa Constitucion 3 0/0 0 2/3 67
Rosario 21 0/0 0 6/21 29
Carcarana 20 1/1 100 6/19 32
Villa Mugueta 9 0/0 0 4/9 44
Fuentes 11 0/0 0 3/11 27
Totoras 2 0/0 0 0/2. 0
Casilda 27 0/0 0 4/27 15
Total 162 24/29 83 52/133 39

4.4.1.1.5 Ectoparasitosis y porcentaje de positivos a PCR

En Isla Verde, de los veintiseis perros con ectoparasitos, veinte (20/26)
resultaron positivos (80%). De los dos perros de Chanar Ladeado, sin ectoparasitos
(0/2), uno positivo. En cuanto a San Lorenzo, de los veinte perros, todos presentaron
ectoparasitos (20/20), y dieciocho (18/20) resultaron positivos (90%). De la localidad
de Roldan, cuatro perros (4/21) presentaban ectoparasitos, y dos (2/4) de ellos dieron
positivos (50%), de los diecisiete sin ectoparasitos, once (11/17) resultaron positivos
(65%). De los tres perros estudiados de Villa Constitucion todos (3/3) presentaron
ectoparasitos y sélo dos (2/3) fueron positivos (67%). En Fuentes, de once perros,
cinco (5/11) con ectoparasitos dos (2/5) positivos (40%) y seis sin ectoparasitos de los

cuales uno (1/6) resulté positivo (17%). De la ciudad de Rosario, de veintiun perros,
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diez (10/21) presentaron ectoparasitos con dos (2/10) positivos (20%). De los once
(11/21) sin ectoparasitos cuatro (4/11) dieron positivos (36%). En cuanto a Villa
Mugueta, de nueve perros, siete(7/9) presentaron ectoparasitos de los cuales dos
(2/7) resultaron positivos (22%), los dos (2/9) sin ectoparasitos resultaron positivos
(22%). De los veinte perros de Carcaraia, cinco (5/20) presentaron ectoparasitos y de
ellos dos (2/5) resultaron positivos (40%). De los quince que no presentaron
ectoparasitos cinco (5/15) fueron positivos (33%). En Totoras, dos perros sin
ectoparasitos resultaron ambos negativos. De la ciudad de Casilda, de los veintisiete

perros ninguno presento ectoparasitos, cuatro (4/27) positivos (15%).

En general, de los ochenta perros con ectoparasitos cincuenta (50/80) fueron
positivos (63%) y de ochenta y dos perros sin ectoparasitos fueron ventiocho (28/82)

positivos (34%). Todos los resultados se muestran en la tabla XV.

Tabla XV: Resultados de positivos a PCR en perros con y sin ectoparasitos en

las diferentes localidades.

ocalida Total de Con ectoparasitos Sin ectoparasitos

perros PCR % PCR PCR % PCR

Positivo Positivo | Positivo Positivo
Isla Verde 26 20/26 80 0/0 0
San Lorenzo 20 18/20 90 0/0 0
Chanar Ladeado 2 0/0 0 V2 50
Roldan 21 2/4 50 11/17 65
Villa Constitucién 3 2/3 67 0/0 0
Rosario 21 2/10 20 4/11 36
Carcarana 20 2/5 40 5/15 33
Villa Mugueta 9 2/7 29 2/2 100
Fuentes 11 2/5 40 1/6 17
Totoras 2 0/0 0 0/2 0
Casilda 27 0/0 0 4/27 15
Total 162 50/80 63 28/82 34
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4.4.1.1.6 Edad y porcentaje de positivos a PCR

En Isla Verde, de los diecisiete perros jovenes, catorce (14/17) fueron positivos
(82%), de los ocho adultos, cinco (5/8) fueron positivos (63%) y el unico (1/1) geronte
fue positivo (100%). De Chanar Ladeado de los dos perros gerontes uno (1/2) positivo
(50%). De los veinte perros de San Lorenzo, siete jovenes (7/7) los cuales resultaron
todos positivos (100%), doce gerontes de los cuales once (11/12) resultaron positivos
(92%). En la localidad de Roldan, de veintiun, nueve jovenes (7/9) de los cuales siete
positivos (78%), de seis adultos cinco (5/6) positivos (83%), seis gerontesuno
(1/6) positivo (17%). Villa Constitucién, de tres perros dos (2/2) adultos que resultaron
positivos (100%). En Fuentes, once perros, tres jovenes los cuales dos (2/3) dieron
positivos (67%) y de siete adultos uno (1/7) positivo (14%). De la ciudad de Rosario,
de veintiun perros todos adultos, seis (6/21) resultaron positivos (29%). En la localidad
de Villa Mugueta, dentro de los 9 perros, dos jovenes uno (1/2) dio positivo (50%),
cuatro adultos uno (1/4) positivo (25%), tres gerontes dos (2/3) resultaron positivos
(67%). En Carcarana, de los veinte perros, quince adultos de los cuales seis (6/15)
resultaron positivos (40%), cuatro gerontes uno (1/4) positivo (25%). En tanto que, en
Totoras, no hubo positivos. De la ciudad de Casilda, de los veintisiete perros adultos

cuatro (4/27) resultaron positivos (15%).

En total, de los treinta y nueve jovenes estudiados treinta y uno resultaron
(31/39) positivos (79%), de noventa y tres adultos, treinta resultaron(30/93) positivos
(32%) y de los treinta gerontes que participaron del estudio diecisiete (17/30)

resultaron positivos (57%). Los resultados anteriores se muestran en la tabla XVI.
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Tabla XVI: Resultados positivos a PCR en perros de diferentes edadessegun

localidad.
Jovenes Adultos Gerontes
Localidad Total PCR [%pPcrR| PCR | %pPcr | PCR | % Pcr
positv posit positv posit positv posit
Isla Verde 26 14/17 82 5/8 63 11 100
San Lorenzo 20 717 100 0/1 0 11/12 92
Chanar Ladeado 2 0/0 0 0/0 0 Yo 50
Roldan 21 7/9 78 5/6 83 1/6 17
Villa Constitucion 3 0/0 0 2/3 67 0/0 0
Rosario 21 0/0 0 6/21 29 0/0 0
Carcarafa 20 0/1 0 6/15 40 Y 25
Villa Mugueta 9 iz 50 1/4 25 2/3 67
Fuentes 11 2/3 67 1/7 14 01 0
Totoras 2 0/0 0 0/1 0 0/1 0
Casilda 27 0/0 0 4/27 15 0/0 0
Total 162 31/39 79% | 30/93 32% | 17/30 57%

4.4.1.1.7 Resultados de la PCR en pulgas y garrapatas

Como ya se menciond, la PCR se aplico también a las pulgas y garrapatas
recolectadas. Los pooles de las diferentes especies de pulgas de las diferentes

localidades fueron agrupados por especies y analizados.

En Isla verde se conformaron cinco pooles de C. canis, todos los cuales
resultaron positivos (100%), cinco pooles de C. felis de los cuales cuatro resultaron
positivos (80%) y un pool de R. sanguineus, que resulté negativo. En San Lorenzo, de
tres pooles de C. felis uno (1/3) resultd positivo (33%) y otro constituido por C. felis y
C. canis resulté negativo. El pool de C. felis obtenido de Roldan resulté negativo. De
Fuentes un pool de C. felis resulté positivo y el pool de R. sanguineusno fue procesado.
De Rosario, dos pooles de C.felis resultaron positivos y dos pooles de R. sanguineus

nofueronprocesados. En Carcaraia un pool de C. felis no fue procesado. Un (1/1)
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pool de C. felis obtenido en Villa Mugueta dio positivo (100%).

Algunos pooles no se pudieron analizar porque las muestras no llegaron en

condiciones al laboratorio de referencia siendo indicado con NR (no realizado).

En todos los pooles habia ectoparasitos provenientes de perros positivos a
PCR pero solo el 85% de los pooles resulté también positivo a estaprueba. Los

resultados se muestran en la tabla XVII.

Tabla XVII: Resultados positivos a PCR en pooles de pulgas y garrapatas por

localidad
. , PCR
. |[Tipo y numero de Pooles
Procedencia pooles positivos Resultado %
5 Pooles de C. canis 5/5 Positivo 100%
5 Pooles de C. felis 4/5 Positivo 80%
Isla Verde
1 Pool de. R. 11 Negativo 0%
sansanguineus
3 Pooles de C. felis 1/3 Positivo 33%
San Lorenzo i
1 Poql de C. felisy 11 Negativo 0%
C.canis
Roldan 1 Pool de C. felis 1/1 Negativo 0%
2 Pooles de C. felis 2/2 Negativo 0%
Rosario 2 Pooles de
) - NR -
R.sanguineus
Carcarana 1 Pool de C. felis - NR -
Villa Mugueta |1 Pool de C. felis 11 Positivo 100%
1 Pool de C. felis 11 Positivo 100%
Fuentes 1 Pool de
. - NR -
R.sanguineuss
Totales 17/20 85%
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4.4.2 Resultados generales de la Secuenciacién

Se identificaron las especies de MH en las muestras que habian resultado PCR
positivas. En la Tabla Xlll se expresa de manera general los totales de las especies

obtenidas a partir de la secuenciacion de las muestras positivas a MH.

Pudieron secuenciarse 65 ADN procedentes de 78 muestras positivas aPCR.
En veintinueve muestras se detecto la especie M. haemocanis (45%), en diecesis
muestras se detecté Ca. M. haemotoparvum (25%) y en ocho muestras se comprobo6

la presencia de M. suis (12%).

4.42.1 Resultados de la secuenciacion en relaciobn a la variable

procedencia geografica.

De las 65 muestras secuenciadas, en 29 se hall6 la especie M. haemocanis
(45%), 16 de esas muestras contenian Candidatus M. haematoparvum (24%) y que

sorpresivamente 8 coincidian con M. suis (12%).

En Isla Verde de un total de 16 muestras secuenciadas en doce se detect6 MH
y en cuatro Ca. M. haematoparvum. En San Lorenzo de las nueve muestas positivas,
tres coincidieroncon M. haemocanis y seis con Ca. M. haematoparvum. Del criadero
de Roldan, de ocho muestras positivas en dos se detecté M. haemocanis, en dos Ca.
M. haematoparvum y en dos M. suis. De la localidad de Rosario un perro resulto
positivo a Ca. M. haematoparvum y dos a M. suis. De los cinco positivos de Villa
Mugueta,uno resulté estar infectado con Ca. M. haematoparvum y tres con M. suis. En
Carcarana en los siete positivos el resultado fue la deteccion de M. haemocanisen
cinco y Ca. M. haematoparvum en dos muestras. En Casilda resulté que de los cinco
positivos trescoincidieron con M. haemocanis y dos tuvieron un resultado

indeterminado, es decir que no se pudo definir la especie de MH.
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Tabla XVIII: Resultados de la secuenciacion por localidad.
En la tabla se expresa el nimero de muestras en la que se detecté cada una
de las especies de MH y el porcentaje de positividad por especie en cada

localidad y en total.

Localidad ”‘S”E%ﬁs e cete "
ciadas Namero % Namero %  |Namero %
Isla Verde 16 12/16 75 4/16 25 0/16 0
San Lorenzo 9 3/9 33 6/9 67 0/9 0
Chanar Ladeado 0 0/0 0 0/0 0 0/0 0
Villa Constitucion 2 2/2 100 0/0 0 0/0 0
Roldan 8 2/8 25 2/8 25 2/8 25
Rosario 10 0/10 0 110 10 2/10 20
Carcarana 7 5/7 71 217 29 0/7 0
Villa Mugueta 5 0/5 0 1/5 20 3/5 60
Fuentes 3 2/3 67 0/30 0 1/3 33
Totoras 0 0/0 0 0/0 0 0/0 0
Casilda 5 3/5 71 0/5 0 0/5 0
Totales y sus 65 29/65 | 45 | 16/65 |24 |8/65 | 12

porcentajes

4.4.2.2 Resultados de la secuenciacién vinculados al alojamiento

En una valoracion de los alojamientos individualizados por localidad el

resultado de la sencuenciacion fue el siguiente:

o En los refugios:

o lIsla Verde: de un total de dieciseis perros positivos a PCR, en la secuenciacién
resultaron ser doce (12/16) M. haemocanis, y cuatro (4/16) Ca. Mycoplasma

haematoparvum.
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o Rosario: de los diez positivos, uno (1/10) fue Ca. M. haematoparvum y dos (2/10)
Mycoplasma suis.

o Carcarana: de los siete positivos en este refugio, cinco (5/7) resultaron
M. haemocanis y dos (2/7) Ca. M. haematoparvum.

e Enlos domicilios:

o Villa Constitucion: de los dos positivos, ambos (2/2) resultaron M.haemocanis.

o Fuentes: de los trespositivos dos resultaron M. haemocanis (2/3) y uno(1/3) M.
suis.

o Villa Mugueta: de los cinco positivos de esta localidad, uno (1/5)resulté Ca. M.

haematoparvum y tres (3/5) M. suis.

o Casilda: de los positivos hallados en esta ciudad, tres (3/5) resultaron
M. haemocanis y dos (2/5) indeterminados.

e Enlos criaderos:

o San Lorenzo:de los nueve positivos resultaron, tres (3/9)
M.haemocanis y seis (6/9) Ca. M. haematoparvum.
o Roldan: de los ocho positivos en este criadero, resultaron dos (2/8) M. haemocanis,
dos (2/8) Ca. M. haematoparvum, dos (2/8) M. suis y dos (2/8) indeterminados.

Al relacionar los resultados de la secuenciacion con la variable alojamiento
resulté que de un total de sesenta y cinco muestras secuenciadas se detectaron en
refugios diecisiete perros (17/65) infectados con M. haemocanis, siete (7/65) Ca. M.

haematoparvum y dos (2/65) con M. suis.

En los domicilios siete perros estaban infectados con M. haemocanis, ocho con
Ca. M. haematoparvum y dos con M. suis y en criadero cinco presentaban M.
haemocanis, ocho Ca. M. haematoparvum, dos M. suis y dos con especies
indeterminadas. Como se puede apreciar en la tabla XIX, los refugios son los

alojamientos con  mayor grado de infeccion por MH.
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Tabla XIX: Resultados de la secuenciacién vinculados al alojamiento.
Se detalla para cada tipo de alojamiento el numero y porcentaje de muestras

infectadas con cada especie de MH.

Total M. haemocanis Ca.M. M. suis
. . muestras : .
ciadas Numero % Namero % Namero %
Criadero 17 5/17 29 8/17 47 4/17 12
Domicilio 15 7/15 47 1/15 7 4/15 26
Refugio 33 17/33 52 7/33 21 2/33 6
Total 65 29 45 15 25 8 12

4.4.2.3 Resultados de secuenciacion vinculados al sexo

Los resultados de la secuenciacion teniendo en cuenta la variable sexo,arrojo
como resultados generales que los machos y hembras sin considerar si estuvieron

castrados o no.

De la localidad de Isla Verde resultd que de las veintiseis muestras
secuenciadas, trece pertenecian a machos (13/26) y de las cuales, diez (10/13) fueron
positivas (62%). De ellas seis (6/13) fueron positivas (46%) a M. haemocanis y dos
2/13) a Ca. M. haematoparvum (15%). De las trece hembras secuenciadas, siete

7/13) fueron positivas (54%) a M. haemocanis y dos (2/13) a Ca.M. haematoparvum

(

(

(15%). En San Lorenzo, de un total de veinte muestras, de los nueve machos, uno
(1/9) result6é positivo a M. haemocanis (11%) vy dos (2/9) a Ca.M. haematoparvum
(22%). En cuanto a las once hembras dos (2/11) a M. haemocanis (18%) y cuatro
(4/11) a Ca. M. haematoparvum (36%). De la localidad de Roldan de los tres machos,
uno de ellos (1/3) resultd positivo a M. suis (33%). De las dieciocho hembras
secuenciadas, dos (2/18) resultaron infectadas por M. haemocanis (11%), dos (2/18)
por Ca. M. haematoparvum (11%), una (1/18) por M. suis (5%). En Villa Constitucion
dos (2/3) de las 3 hembras hembras resultaron positivas a M. haemocanis (66%).
En Fuentes se secuenciaron once muestras; de las mismas, seis de machos de las
cuales uno (1/6) positivo a M. haemocanis (17%) y de las cinco hembras, una (1/5)
dio positivo a M. haemocanis (20%)y la otra a M. suis (20%). De las veintiuna
muestras estudiadas en la ciudad de Rosario, siete correspondieron a machos de los
cuales uno (1/7) resulto positivo a M. suis (14%). En cuanto a las catorce hembras una
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(1/14) dio positivo para Ca. M.haematoparvum (7%), otra (1/14) a M. suis (7%). De las
nueve muestras de Villa Mugueta, los dos machos resultaron negativos mientras que
una (1/7) hembra de las siete resulté positiva a Ca. M. haematoparvum (14%), tres
(3/7) a M. suis (43%). En Carcarafna de las veinte muestras se estudiaron ocho, dos
machos de los cuales (2/8) fueron positivos a M. Haemocanis (25%) y el otro (1/8) a
Ca. M. haematoparvum (13%). De lasdoce hembras, se detect6 en tres (3/12) M.
haemocanis (25%) y en una (1/12) Ca. M. haematoparvum (8%). De la ciudad de
Totoras se estudiaron dos hembras las cuales resultaron negativas. De la ciudad de
Casilda con un total de veintisiete muestras, un macho (1/14) de los catorce dio
positivo a M. haemocanis (7%) y de las trece hembras, tres (2/13) resultaron positivas

a M. haemocanis (15%).

Los resultados de la secuenciacion teniendo en cuenta la variable sexo,arrojo
los resultados generales expresados en porcentajes que se ven en la tabla XX. Esta
tabla ha sido dividida en 2 partes correspondientes a machos y hembras para una

mejor visualizacion.

Tabla XX: Resultados de la secuenciacion vinculados al sexo

Machos
© ” Mhc CaMpv Msu Positividad
Localidad 2 2

2 g | £ o o S

= = | E| % | 2| % | & % | E %

S © S S S =)

o 6 Z z z Z

= =
Isla Verde 26 13 | 6/13 46 |2/13 | 15 0/13 0 8/13 62
C. Ladeado 2 0 - - - - - - - -
S Lorenzo 20 9 1/9 11 2/9 | 22 0/9 0 3/9 33
Roldan 21 3 0/3 0 0/3 | 0 1/3 33 1/3 33
V.Constituc 3 0 - - - - - - - -
Fuentes 11 6 1/6 17 06 |0 0/6 0 1/6 17
Rosario 21 7 0/7 0 0/7 |0 1/7 14 1/7 7
V.Mugueta 9 2 0/2 0 02 |0 0/2 0 0/2 0
Carcarafia 20 8 2/8 25 1/8 | 13 0/8 0 3/8 37
Totoras 2 0 - - - - - - - -
Casilda 27 14 | 114 7 0/14 | 0 0/14 0 1/14 14

62 11 18 5 8 2 3 18 29
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Hembras
© Mhc CaMpv Msu Positividad
Localidad 7 _®»

o c© o o o o

= |CE | E | % | E % £ % £ %

O (0] > > > =)

5 < Z b4 b4 Z

|_
Isla Verde 26 13 7/13 54 2/13 25 0/13 0 9/13 69
C. Ladeado 2 0 - - - - - - -
S Lorenzo 20 11 2/11 18 4/11 36 0/11 0 6/11 55
Roldan 21 18 2/18 11 2/18 11 1/18 5 5/18 28
V.Constituc 3 3 2/3 66 0/3 0 0/3 0 2/3 66
Fuentes 11 5 1/5 20 0/5 0 1/5 20 2/5 40
Rosario 21 14 0/14 0 114 7 114 7 2/14 14
V.Mugueta 9 7 0/7 0 1/7 14 317 43 a4/7 57
Carcaraia 20 12 3/12 25 112 8 0/12 0 4/12 25
Totoras 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
Casilda 27 13 2/13 15 0/13 0 0/13 0 2/13 15

100 19 19 11 11 6 6 37 37

4.4.2.4 Resultados de la secuenciacién vinculados a laraza

Los resultados de la secuenciacion teniendo en cuenta la variable raza,
arrojaron los siguientes resultados generales. De un total de ciento sesenta y dos
muestras, cincuenta y uno de los perros fueron de raza definida de los cuales dieciséis
(16/51) resultaron positivos (31%). Los positivos respondieron a la siguiente
proporcion: uno (1/16) estaba infectado con M. haemocanis (6%); dos (2/16) con Ca.
M. haematoparvum (13%) y tres (3/16) con M. suis (20%). De los ciento once mestizos,
cincuenta resultaron positivos de los cuales veintinueve (29/50) estuvieron infectados
con M. haemocanis (58%), catorce (14/50) con Ca. M. haematoparvum (28%) y cinco
(5/50) con M. suis (10%).

De la localidad de Isla Verde resultaron quince (15/25) positivos (60%). De los
perros mestizos, doce (12/15) resultaron positivas a M. haemocanis (75%) y tres
(3/15) a Ca. M. haematoparvum (20%). Del perro de raza definida una a Ca. M.
haematoparvum (100%). De Chanar Ladeado en ambas categorias resultaron

negativos. De San Lorenzo, de los nueve perros mestizos positivos a PCR, tres (3/9)
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resultaron M. haemocanis (33%) y seis (6/9) a Ca. M. haematoparvum (66%). De la
localidad de Roldan, de los once positivos a PCR de raza definida, uno (1/11) result6
positivo a M. haemocanis(9%) y el otro (1/11) a Ca. M. haematoparvum (9%) y dos
(2/11) resulté positivo a M. suis (18%). De los cinco perros mestizos resultaron dos
(2/5) positivos (40%), uno (1/2) positivo a M. haemocanis (50%) y el otro (1/2) positivo
a Ca. M. haematoparvum (50%). En Villa Constitucion de los tres mestizos resultaron
dos (2/3) positivos (66%), ambos positivos a M.haemocanis (100%). En Fuentes de
los diez perros mestizos tres positivos a PCR (33%), dos (2/3) dieron positivo a M.
haemocanis y uno (1/3) a M. suis (33%). De los perros positivos a PCR en la ciudad
de Rosario seis perros mestizos resultaron positivos, uno de ellos (1/6) result6 positivo
a M. haemocanis (17%), uno (1/6) a Ca. M. haematoparvum (17%), y dos (2/6) a M.
suis (33%). De los cinco perros positivos de Villa Mugueta de los ocho mestizos, tres
(3/8) resultaron positivos (38%) de los cuales uno (1/3) resultd positivo (1/3) a Ca. M.
haematoparvum (33%) y dos (2/3) a M. suis. El unico perro de raza definida uno (1/1)
resultd positivo a MS (100%). En Carcarafia de los veinte mestizos resultaron siete
(7/20) positivos (35%). De los mismos, cinco (5/7) fueron M. haemocanis (71%) y dos
(2/7) Ca.M. haematoparvum (29%). De la ciudad de Totoras, los dos mestizos
resultaron negativos. De la ciudad de Casilda, los 3 mestizos positivos, todos a M.
haemocanis (100%). En la categoria mestizos, no se consideraron las particularidades

de lasrazas participantes en las cruzas estudiadas.

Los resultados anteriores se encuentran resumidos en la tabla XXI



Tablas XXI: Resultados de secuenciacion vinculados a la raza

Mestizos
o
2 Mhc CaMpv Msu Positividad
. 3
Localidad s )
s |58 3 : : :
5 = £ % = % £ % £ %
3 =} =} =}
= b z pd z
Isla Verde 26 25 12/25 48 3/25 12 0/12 0 15/25 60
C. Ladeado 2 0 - - - - - - - -
S Lorenzo 20 20 3/20 15 6/20 30 0/20 0 9/20 45
Roldan 21 5 1/5 20 1/5 20 0/5 0 2/5 40
V.Constituc 3 3 2/3 66 0/3 0 0/3 0 2/3 66
Fuentes 11 10 2/10 20 0/10 0 1/10 10 3/10 30
Rosario 21 17 117 6 117 6 2/17 12 4/17 24
V.Mugueta 9 8 0/8 0 1/8 12 2/8 25 3/8 38
Carcarafia 20 20 5/20 25 2/20 25 0/20 0 7120 35
Totoras 2 0 - - - - - - - -
Casilda 27 3 3/3 100 0/3 0 0/3 0 3/3 100
111 29 26 14 13 5 4 48 43
Raza definida
Y
@ Mhc CaMpv Msu Positividad
. 3 ©
Localidad (;U E’ § o o o o
5 g | E % | E % £ % | & %
58 | 2 2 > =
2 pd pd pd b
Isla Verde 26 1 0/1 0 11 100 0/1 0 11 100
C. Ladeado 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
S Lorenzo 20 0 - - - - - - - -
Roldan 21 16 1/16 6 1/16 6 2/16 12 4/16 25
V.Constituc 3 - - - - - - - - -
Fuentes 11 1 0/1 0 0/1 0 0/1 0 11 100
Rosario 21 4 0/4 0 0/4 0 0/4 0 0/4 0
V.Mugueta 9 1 0/1 0 0/1 0 11 100 11 100
Carcarana 20 0 - - - - - - - -
Totoras 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
Casilda 27 24 0/24 0 0/24 0 0/4 0 0/24 0
51 1 2 2 4 3 6 7 14




90

4425 Resultados de secuenciacion vinculados a la presencia delesiones

cutaneas

Los resultados de la secuenciacion teniendo en cuenta la variable lesiones

cutaneas, arrojo los siguientes resultados:

En la localidad de Isla Verde, de los siete perros con lesiones resultaron cuatro
(4/7) positivos a M. haemocanis (57%), de los diecinueve sin lesiones doce (12/19)
fueron positivos (63%), ocho (8/19) a M. haemocanis (42%) y cuatro (4/19) a Ca. M.
haematoparvum (21%). En Chanar Ladeado ninguno de los dos perros presentaron

lesiones.

En San Lorenzo todos presentaron lesiones. Nueve de ellos resultaron positivos
definiendo los siguientes porcentajes, tres (3/20) resultaron positivos a M. haemocanis
(15%) y seis (6/20) a Ca.M. haematoparvum (30%). De la localidad de Roldan, uno
solo presento lesiones y resultd Ca. M. haematoparvum (100%). De los sin lesiones
resultaron cinco (5/20) positivos (25%), dos (2/12) M. haemocanis (17%), uno (1/12)
Ca. M. haematoparvum (8%) y dos (2/12) a M. suis (17%). En Villa Constitucién
ninguno presento lesiones resultando solo dos (2/2) positivas a M. haemocanis
(100%). En Fuentes de los once perros ninguno presento lesiones y solo tres (3/11)
positivos a PCR (27%). Dos (2/3) dieron positivo a M. haemocanis (66%) y uno a M.
suis (33%). De los perros positivos a PCR en la ciudad de Rosario, ninguno presentd
lesiones y resultaron, uno (1/5) positivo a Ca. M.haematoparvum (20%) y dos (2/5) a
M. suis (40%). De los cuatro perros positivos de Villa Mugueta, ninguno presento
lesiones, uno (1/4) resulté positivo a Ca. M. haematoparvum (25%) y tres (3/4) a M.
suis (75%). En Carcarafa de los positivos uno solo (1/20) presento lesiones (5%) y
uno (1/1) resulté positivo a Ca. M. haematoparvum (100%). De los diecinueve sin
lesiones seis (6/19) resultaron positivos (31%). Cinco (5/6) fueron M. haemocanis
(83%) y uno (1/6) Ca.M. haematoparvum (17%). De Totoras ninguno presento lesiones
y ambos fueron negativos a PCR. De los veintisiete de la ciudad de Casilda ninguno
presento lesiones, tres (3/27) fueron positivos (11%) de los cuales tres (3/4)

resultaron positivos a M.haemocanis (75%). Resultados en la tabla XXII.



Tablas XXII. Resultados de secuenciacion vinculados a la presencia de

lesiones cutaneas por localidad.

Con Lesiones
(]
g c Mhc CaMpv Msu Positividad
Localidad s <_c3 @ o o o o
I g _S o) ) ) 5]
o = o| E % £ % £ % £ %
= <9 =) S =1 S
pd pd pd b
Isla Verde 26 7 4/7 | 57 0/7 0 0/7 0 4/7 57
C. Ladeado 2 0 - - - - - - - -
S Lorenzo 20 20 | 3/20 | 15 6/20 30 0/20 0 9/20 45
Roldan 21 1 0/1 0 11 100 0/1 0 11 100
V.Constituc 3 0 - - - - - - - -
Fuentes 11 0 - - - - - - - -
Rosario 21 0 - - - - - - - -
V.Mugueta 9 0 - - - - - - - -
Carcarafia 20 1 0/1 0 11 100 0/1 0 11 100
Totoras 2 0 - - - - - - - -
Casilda 27 0 - - - - - - - -
29 7 24 8 27 0 0 15 52
Sin Lesiones
Y
@ C Mhc CaMpv Msu Positividad
Localidad § @ 2 o o o o
(_U S c = = = =
S|P3 E|% | E |% | E |% £ %
k) =1 =1 =1 =1
zZ zZ zZ z
Isla Verde 26 19 8/19 | 42 4/19 21 0/19 0 12/19 63
C. Ladeado 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
S Lorenzo 20 0 - - - - - - - -
Roldan 21 20 2/20 | 10 1/20 5 2/20 10 5/20 25
V.Constituc 3 3 2/3 66 0/3 0 0/3 0 2/3 66
Fuentes 11 11 2/11 18 0/11 0 1/11 9 3/11 27
Rosario 21 21 0/21 0 1/21 5 2/21 10 3/21 14
V.Mugueta 9 9 0/9 0 1/9 11 3/9 33 4/9 44
Carcarafia 20 19 519 | 26 119 5 0/19 0 6/19 32
Totoras 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
Casilda 27 27 3127 | 11 0/27 0 0/27 0 3/27 11
133 22 16 8 6 8 6 38 29
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4.4.2.6 Resultados de secuenciacion vinculados a la presencia de

ectoparasitos por localidad

Los resultados de la secuenciaciéon teniendo en cuenta la variable

ectoparasitos, arrojo los siguientes resultados.

De la localidad de Isla Verde resultaron de losveintiséis perros todoscon
ectoparasitos siendo dieciseis los positivos (16/26) (61%) mientras que cuatro (4/20)
a Ca. M. haematoparvum (20%). De la localidad de Chafar Ladeado ninguno tuvo
ectoparasitos. De San Lorenzo resultaron nueve positivos (9/20) (45%), de los cuales
tres (3/9) resultaron M. haemocanis (33%) y seis (6/9) Ca. M. haematoparvum (66%).
De la localidad de Roldan, cinco (5/21) presentaron ectoparasitos (24%) de los cuales
dos (2/5) resultaron positivos (40%) siendo uno (1/2) M. haemocanis (50%) vy el otro
Ca. M. haematoparvum (50%). De los otros dieciseis que no presentaron
ectoparasitoscuatro (4/16) fueron positivos (25%), uno (1/16) M. haemocanis (6%),
otro (1/16) Ca. M. haematoparvum (6%) vy dos (2/16) a M. suis (12%). En Villa
Constitucion de las tres (3/3) (100%) perras con ectoparasitos, dos (2/3) resultaron
positivas a M. haemocanis (66%). En Fuentes de los cinco perros que presentaron
ectoparasitos resultaron dos (2/5) positivos (40%),uno (1/2) positivo a M. haemocanis
(50%) y otro (1/2) a M. suis (50%). De los seis (6/11) (54%) que no presentaron
ectoparasitos uno resulté (1/6) positivoa M. haemocanis (17%). De los diez perros
(10/21) (48%) con ectoparasitos en la ciudad de Rosario uno (1/10) resultaron
positivos (10%), uno (1/2) positivo y a Ca. M. haematoparvum (50%). De los once
(11/21) que no presentaron ectoparasitos (52%) resultaron dos (2/11) positivos (18%)
todos a (2/4) a M. suis (50%). De la localidad de Villa Mugueta, de los nueve perros
seis (6/9) presentaron ectoparasitos (66%), de los cuales uno (1/6) resultd positivo a
Ca. M. haematoparvum (17%). De los tres (3/9) que no presentaronectoparasitos
(33%), dos (2/3) positivos a M. suis (66%). En Carcaraia cinco (5/20) de los veinte
perros presentaron ectoparasitos (25%) de los cuales dos (2/5) positivos (40%) uno
(1/2) M. haemocanis (50%) y el otro (1/2) Ca. M. haematoparvum (50%). De los quince
(15/20) sin ectoparasitos (75%), cinco (5/15) resultaron positivos (33%), cuatro de ellos
(4/5) resultaron M.haemocanis (80%) y uno (1/5) Ca. M. haematoparvum (20%). De la
localidad de Totoras, ninguno de los dos perros presentaron ni ectoparasitos ni
hemopatdgenos. De la ciudad de Casilda, veintitrés (23/27) de los veintisiete (85%)

presento ectoparasitos y cuatro (4/27) no presentaron (15%), de ellos tres (3/4) fueron
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tres fueron positivos (75%) siendo todos (3/4) a M. haemocanis (75%). Se muestran

los resultados en la tabla XXIII.

Tablas XXIIl: Resultados de la secuenciacién vinculados a la presenciade

ectoparasitos por localidad

Con Ectoparasitos
©
g c Mhc CaMpv Msu Positividad
Localidad 2 8o
s |E208 | ., |8 |, |8 |, |8 |,
K = g g % g % g % g %
zZ zZ z zZ
Isla Verde 26 26 12/26 46 4/26 15 0/26 0 16/26 62
C. Ladeado 2 0 - - - - - - - -
S Lorenzo 20 20 3/20 15 6/20 30 0/20 0 9/20 45
Roldan 21 5 1/5 20 1/5 20 0/5 0 2/5 40
V.Constituc 3 3 2/3 66 0/3 0 0/3 0 2/3 66
Fuentes 11 5 1/5 20 0/5 0 1/5 20 2/5 40
Rosario 21 10 0/10 0 110 10 0/10 0 1/10 10
V.Mugueta 9 6 0/6 0 1/6 17 0/6 0 1/6 17
Carcarafia 20 5 1/5 20 1/5 20 0/5 0 2/5 40
Totoras 2 0 - - - - - - - -
Casilda 27 23 0/23 0 0/23 0 0/23 0 0/23 0
103 20 14 1 35 34
Sin Ectoparasitos
©
& Mhc CaMpv Msu Positividad
. = c
Localidad % (—(g g g g g g
S |88 |5 | % |5 | % |5 | % |5 |*
z z z z
Isla Verde 26 0 - - - - - - - -
C. Ladeado 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
S Lorenzo 20 0 - - - - - - - -
Roldan 21 16 1/16 6 116 6 2/16 12 4/16 25
V.Constituc 3 0 - - - - - - - -
Fuentes 11 6 1/6 17 0/6 0 0/6 0 1/6 17
Rosario 21 11 0/11 0 0/11 0 2/11 9 2/11 18
V.Mugueta 9 3 0/3 0 0/3 0 2/3 66 2/3 66
Carcaraia 20 15 4/15 27 115 7 0/15 0 5/15 33
Totoras 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
Casilda 27 4 3/4 75 0/4 0 0/4 0 3/4 75
59 9 2 6 17 29
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4.4.2.7 Resultados de la secuenciacion vinculados a la edad por localidad

Los resultados de la secuenciacion teniendo en cuenta la variable edad de los
perros muestreados, presento los siguientes resultados; no todas las muestras PCR

positivas se secuenciaron.

En la localidad de Isla Verde, de las veintiseis muestras totales diecisiete
(17/26) de la categoria jovenes (65%) se detectaron catorce (14/17) positivos (82%).
De éstos, nueve (9/14) positvos a M. haemocanis (64%) ytres (3/14) a Ca. M.
haematoparvum (21%). De los ocho adultos (8/26, 30%) resultaron cinco (5/8)
positivos (62%), tres (3/5) a M. haemocanis (60%). Un unico geronte (1/26; 4%) resultd
infectado con Ca. M. haematoparvum (100%). De la localidad de Chafar Ladeado
los dos perros fueron gerontes (100%), uno fue postivo a PCR (1/2) pero no se

identifico.

De los veinte perros de San Lorenzo, siete (7/20) eran jévenes (35%) y todos
resultaron positivos (7/7; 100%), de los ellos uno (1/7) presentd M. haemocanis (14%)
y cuatro (4/7) Ca. M. haematoparvum (57%); un adulto (1/20; 5%) resulté negativo; de
la categoria gerontes (12/20; 60%) resultaron once (11/20) positivos (55%), dos (2/11)
a M. haemocanis (18%), dos (2/11) a Ca. M. haematoparvum (18%) y siete no fueron

secuenciados.

De los veintiun perros de la localidad de Roldan, nueve (9/21) eran jovenes
(43%) de los cuales cuatro (4/9) fueron positivos (44%), uno (1/4) a
M. haemocanis (25%), otro (1/4) a M. suis (25%) y dos no se identificaron; de los siete
(7/21; 33%) adultos resultaron cinco (5/7) positivos (71%), de ellos resulté uno (1/5) a
M. haemocanis (20%), uno (1/5) a Ca. M. haematoparvum (20%) y dos no
identificados. De los cinco gerontes (5/21; 24%) resulté uno (1/5) positivo (20%) a Ca.

M. haematoparvum (100%).

En Villa Constituciéon las dos hembras adultas (2/3; 66%) resultaron positivas a
M. haemocanis (100%). En Fuentes de los once perros, 3 eran jovenes (3/11; 27%),
de los cuales dos (2/11) fueron positivos (18%), de ellos uno (1/2) resulté infectado
por M. haemocanis (50%) y el otro (1/2) por M. suis (50%); de los siete adultos

(7111; 64%), uno (1/7) solo resultd positivo



95

(14%) a M. haemocanis (100%). De los veintiun perros, todos adultos (100%),
resultaron seis (6/21) positivos (28%) de los cuales en uno (1/6) se detect6Ca. M.
haematoparvum (17%) y en dos (2/6) M. suis (33%).

En la localidad de Villa Mugueta, de los nueve perros dos (2/9) eran jovenes
(22%) siendo uno (1/2) positivo (50%) a M. suis (100%); de los cuatro (4/9) adultos
(44%), uno (1/4) resulté positivo a Ca. M. haematoparvum (25%),de los tres gerontes

(3/9; 33%) resultaron dos (2/3) positivos a PCR pero no se secuenciaron.

En Carcarana de los veinte perros uno solo era joven (1/20; 5%) y negativo; de
los quince adultos (15/20; 75%) seis (6/15) eran positivos (40%)y de ellos cinco (5/6)
resultaron positivos a M. haemocanis (83%) y uno (1/6) aCa. M. haematoparvum
(17%); de los cuatro gerontes (4/20; 20%), solo uno (1/4) resulté positivo a Ca.M.
haematoparvum (25%). De los dos perros de Totoras un adulto (1/2; 50%) y un gerente

(1/2; 50%) fueron negativos.

De los veintisiete perros de la ciudad de Casilda, todos adultos, cuatro (4/27)

resultaron positivos (15%), tres (3/4) a M. haemocanis (75%) y uno no se secuencio.

En ninguno de los casos se considerd la toma de muestras en perros lactantes
ni se realizé una busqueda dirigida a ninguna categoria etaria particular. Por razones
de visualizaciéon se ha construido una tabla por cada una de las franjas etarias:

jovenes, adultos y gerontes.
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Tabla XXIV: Resultados de secuenciacion vinculados a la edad por localidad.

Jovenes
i
2 Mhc CaMpv Msu Positividad
Localidad s
T T 0 o o e S
S | S| E | % | E|% | g| % | & %
0 3 =} =} =}
=z zZ zZ zZ
Isla Verde 26 17 9/17 | 53 |[3/17 18 [0/17 0 12/17 71
C. Ladeado 2 0 - - - - - - - -
S Lorenzo 20 7 1/7 | 14 | 4/7 62 | 0/7 0 5/7 71
Roldan 21 9 19 | 11 0/9 0 1/9 11 2/9 22
V.Constituc 3 1 0/1 0 (/4] 0 0/1 0 01 0
Fuentes 11 3 1/3 | 33 | 0/3 0 1/3 33 2/3 66
Rosario 21 0 - - - - - - - -
V.Mugueta 9 2 0/2 0 0/2 0 1/2 50 1/2 50
Carcarahna 20 1 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
Totoras 2 0 - - - - - - - -
Casilda 27 0 - - - - - - - -
40 12 7 3 22 55
Adultos
i
@ Mhc CaMpv Msu Positividad
. =}
Localidad =S | _ o o o o o
..(_B S 8 = = = =
S|C5| € |% £l % | €| % £ %
© =} =} =} =}
© zZ zZ zZ z
Isla Verde 26 8 3/8 | 40 0/8 0 0/8 0 3/8 38
C. Ladeado 2 0 - - - - - - - -
S Lorenzo 20 1 01 |0 0/1 0 0/1 0 01 0
Roldan 21 7 1/7 | 14 1/7 14 | 1/7 14 3/7 43
V.Constituc 3 2 2/2 1100 | 0/2 0 0/2 0 2/2 100
Fuentes 11 8 1/8 | 14 0/8 0 0/8 0 1/8 12
Rosario 21 21 021 | 0 1/21 5 |2/21 10 | 3/21 14
V.Mugueta 9 4 0/4 |0 1/4 25 | 0/4 0 1/4 25
Carcarafia 20 15 5/15 | 33 1/15 7 |0/15 0 6/15 40
Totoras 2 1 01 |0 0/1 0 0/1 0 01 0
Casilda 27 27 3/27 | 11 0/27 0 |0/27 0 3/27 11
94 15 4 3 20 21
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Gerontes
o©
2 Mhc CaMpv Msu Positividad
. 3
Localidad s _ o
< cQ o o o o
— c
S|RS| €| % | E|% | | % | E %
[0] > > > =]
ol Z Z b4 Z
Isla Verde 26 1 0/1 0 7 100 | 01 0 11 100
C. Ladeado 2 2 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
S Lorenzo 20 12 2112 | 17 2112 | 17 | 012 0 4/12 33
Roldan 21 5 0/5 0 1/5 20 0/5 0 1/5 20
V.Constituc 3 0 - - - - - - - -
Fuentes 11 0 - - - - - - - -
Rosario 21 0 - - - - - - - -
V.Mugueta 9 3 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
Carcarafia 20 4 0/4 0 1/4 25 0/4 0 1/4 25
Totoras 2 1 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
Casilda 27 0 - - - - - - - -
28 2 5 0 7 25

Nota: La escasa proporcién de muestras en cachorros generd su inclusién

dentro de la categoria de jovenes
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4.5 Resultados de la investigacion de otros patégenos causantes
deenfermedades vectoriales

Este trabajo fue realizado con el objetivo claro de buscar micoplasmas
hemotréficos en Argentina pero en esta busquedad, aparecieron otros
hemopatégenosen un total de 70 muestras, por tanto consideramos relevante su
registro. Se comparo la frecuencia de infeccion entre los hemopatégenos investigados

encontrandose que los MH son los mas frecuentes.

Los hallazgos expresados en la tabla XXV aportan una evidencia mas integral

de la presencia de hemopatdgenos en la regién.

Tabla XXV: Comparacion entre las infecciones por Mycoplasma spp y

otros agentes de enfermedades vectoriales.

Localidad Anaplasma | Babesia Bartonella |Mycoplasma
Spp. Spp. Spp. spp.
Isla Verde 3/24 2/21 1/22 20/24
San Lorenzo 8/20 2/20 0/20 18/20
Chanar Ladeado 0/2 0/2 0/2 1/2
Roldan 0/20 1/18 1/18 13/20
Villa Constitucion 0/4 0/4 0/4 2/4
Prevalencia general 11/70 5/65 2/66 54/70
15,7% 7,7% 3,0% 71,1%

En un grupo de setenta muestras secuenciadas, Mycoplasma spp. fueel mas
frecuente de los patogenos detectados e identificados por secuenciacién de ADN con
una prevalencia global del 77,1%. Anaplasma spp.fue detectado en 11 de las 70

(15,7%), Bartonella spp. y Babesia spp. en dos perros delos 70 totales.

La frecuencia de la especie identificada en cada género, la especie especifica

y prevalencia se detallan en la Tabla XXI. Brevemente, Ca. M. haematoparvum
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(idéntico a Ca. M. haematoparvum GQ129113; 544/544 pb) se detecté con una
prevalencia del 31,4%; M. haemocanis (idéntico a MHAY529641; 537/537 pb) con
prevalencia del 48,6%; M. suis (idéntico a M. suis AB610849; 535/535 pb) del 2.9%;
B. clarridgeiae (idéntico a B. clarridgeiae AB896695; 505/505 pb) en 1,5%; Bartonella
sp. (con un 552/Homologia de 582 pb con Bartonella tribocorum AF312505) del 1,5%;
B. vogeli (idéntico a B. vogeli KU710803; 605 /605 pb) con una prevalencia de 7,7%,
y A. platys (con 77 /79 pb de homologia con A. platys AF399916) con prevalencia del
15,7%.

Las coinfecciones con dos o mas patdégenos también fueron identificadas: M.
haemocanis y Ca. M. haematoparvum fueron detectados en el 5,7% de los perros
(todos de Roldan, Santa Fe); M. haemocanis y A. platys encinco perros (7,1%), Ca. M.
haematoparvum y A. platys en seis perros (8,6%), y M. haemocanis y B. vogeli en dos
perros (3%). Todos los A. platys infectados los perros también se infectaron con
Mycoplasma spp. (ya sea M. haemocanis o Ca. M. haematoparvum). No se obtuvo

amplificacion de Borrelia spp., Ehrlichia spp., Francisella spp. o Rickettsia spp.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente. En primer lugar se
compararon los resultados obtenidos por métodos directos y por métodos moleculares

para la deteccion de MH.

46.1 Comparacion entre la deteccion de MH por métodos directos
(microscopia) y por PCR

Tabla XXVI: Frecuencias absolutas de resultados positivos y negativos

a microscopiay PCR

PCR + PCR - Total
ECMH (microscopia) + (a) 54 VP (b) 36 FP 90
ECMH (microscopia) - (c) 21 FN (d) 15 VN 36
Total 75 51 126
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En relacion con la prueba de PCR, la microscopia tiene una S del 72%, una E

del 29% y una RS de 1,014. Podemos decir que dicha relacion revela que, la capacidad
de la microscopia para detectar la presencia de la condicidon en aquellos sujetos que
efectivamente la presentan (PCR+) es del 72%. Una prueba sensible se caracteriza

por una baja proporcién de falsos negativos que en este caso es del 16,67% (21/126).

La capacidad de la microscopia para detectar la ausencia de la condicién en
aquellos sujetos que efectivamente no la presentan (PCR-) esdel 29%. Una prueba
especifica se caracteriza por una baja proporcion de falsos positivos que en este caso
es del 28,57% (36/126).

Con relacion a la poblaciéon estudiada puede decirse que:

. El VP+ de la microscopia es del 60%, es decir que del total de positivos a

lamicroscopia un 60% presentan efectivamente la condicion.

. El VP- es del 42%, valor que indica que ese porcentaje de individuos

negativos a la microscopia no presentan realmente la condicion evaluada.

. El valor 1,014 de la RS significa que un individuo con resultado positivo a
la prueba tiene una probabilidad 1,014 veces mayor de tener efectivamente la
condiciéon investigada con respecto a un individuo con un resultado negativo a la

prueba.

Es importante de destacar que el valor predictivo es dependiente de la muestra.
Como la RS fue muy baja, se acepta que podria ameritar nuevos estudios ampliando

el niumero de muestras.

4.6.2 Deteccién de MH por PCR en sangre y su asociaciéon con

diferentes variables

4.6.2.1 Asociacion entre resultados positivos ala PCR y sexo

Valores hallados en cuanto al sexo (Test exacto de Fisher). Sobre un total de
162 muestras correspondientes a 62 machos y 100 hembras se plantea la hipétesis

que la distribucion de casos infectados (PCR+) y noinfectados (PCR-) es homogénea



entre sexos.

Tabla XXVII: Asociacion entre resultados positivos a PCR y sexo

Machos Hembras Total
PCR + 28 50 78
PCR - 34 50 84
Total 62 100 162

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

Hipotesis estadistica: la distribucion de casos positivos y negativos eshomogénea

en ambos sexos.

No se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p= 0,628). El 45,16% de los
machos (28/62) y el 50% de las hembras (50/100) dieron positivo a la prueba de PCR
y el resto 40,48% (34/62) de los machos y 50% (50/100) de las hembras dieron
negativo a la prueba de PCR. La diferencia es estadisticamente no significativa por lo

que se concluye que elcomportamiento de la condicion evaluada es homogéneo entre

Sexos.

607 M Machos
554 M Hembras

Proporcion de casos (%)
w
o
1

PCR + Condici6fCR -

Grafico 1
Asociacion entre resultados positivos a PCR y sexo



46.2.2

delesiones de piel

Asociacion entre resultados positivos a la PCR y presencia

Tabla XXVIII: Asociacion entre resultados positivos a PCR y presencia de

lesiones en piel.

Con lesiones en piel | Sin lesiones en piel Total
PCR+ 28 50 78
PCR - 28 56 84
Total 56 106 162

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

Hipotesis estadistica: La distribucion de casos positivos y negativos es

homogénea en sujetos con y sin lesiones en piel.

No se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p= 0,744).

El 50,0% de los casos con lesiones en piel (28/56) y el 47,2% de los casos sin
lesiones en piel (50/106) dieron positivo a la prueba de PCR y el resto 50,0% (28/56)
de los casos con lesiones y el 52,8% (56/106) de aquellos sin lesiones en piel dieron
negativo a la prueba de PCR. La diferencia es estadisticamente no significativa por lo
gue se concluye que el comportamiento de la condicidon evaluada es homogéneo entre

casos con Yy sin lesiones cutaneas.
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Asociacion entre resultados positivos a PCR y presencia de lesiones en piel
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4.6.2.3 Asociacion  entre resultados positivos a la

PCRypresencia/ausencia de ectoparasitos

Asociacion entre la presencia de infeccion (PCR+) o ausencia de
infeccion (PCR-) y la presencia o ausencia de ectoparasitos (Test exacto de
Fisher).

Tabla XXIX: Asociacion entre resultados positivos a PCR y presencia de

ectoparasitos

Con ectoparasitos | Sin ectoparasitos Total
PCR + 50 28 78
PCR - 30 54 84
Total 80 82 162

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

HipoOtesis estadistica: la distribucidon de casos positivos y negativos es
homogénea en sujetos con y sin lesiones en piel. Se rechaza la hipétesis de
homogeneidad (p= 0,0005).

El 62,5% de los casos con presencia de ectoparasitos (50/80) frente al 34,2% de
los casos sin presencia de ectoparasitos (28/82) dieron positivo a la prueba de PCR.
El 37,5% (30/80) de los casos con presencia de ectoparasitos y el 65,8% (54/82) de

aquellos sin presencia de ectoparasitos dieron negativo a la prueba de PCR.

La diferencia es estadisticamente significativa por lo que se concluye que el
comportamiento de la condicién evaluada no es homogéneo entrecasos con y sin

presencia de ectoparasitos.
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Asociacion entre la presencia de infeccion (PCR+) o ausencia de infeccion

(PCR-) y la raza (Test exacto de Fisher). La gran variedad de razasy sus mestizos

viene acompafada en general por una presuncién que cuanto mas puro es el linaje

del animal, mas susceptible a enfermedades. Por tanto realizamos el siguiente

analisis.

Tabla XXX: Asociacion entre resultados positivos a PCR y raza

Raza definida Mestizos Total
PCR + 16 62 78
PCR - 12 72 84
Total 28 134 162

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

HipoOtesis estadistica: la distribucidon de casos positivos y negativos es

homogénea en sujetos de raza definida y en mestizos. No se rechaza la hipotesis de

homogeneidad (p= 0,308).
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El 57,1% de los individuos de raza definida (16/28) y el 46,3% de los mestizos

(62/134) dieron positivo a la prueba de PCR. El 42,9% (12/28) de los individuos de

raza definida y el 53,7% (72/134) de los mestizos dieron negativo a la prueba de PCR.

La diferencia no es estadisticamente significativa por lo que se concluye que el

comportamiento de la condicion evaluada es homogéneo entre individuos de raza
definida y mestizos.
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Asociacion entre resultados positivos a PCR y raza
4.6.2.5 Asociacion entre resultados positivos a PCR y alojamiento.

Asociacion entre la presencia de infeccion (PCR+) o ausencia de infeccion (PCR-) con
el alojamiento.

Tabla XXXI: Asociacion entre resultados positivos a PCR y alojamiento

Refugios Criaderos Domicilios Total
PCR + 45 13 20 78
PCR - 20 7 57 84
Total 65 20 77 162

Prueba estadistica: Chi-cuadrado
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Hipotesis estadistica: La distribucion de infectados y no infectados es
homogénea en sujetos diferentes procedencia.El 69,2% (45/65) de los casos
procedentes de refugios, el 65,0% (13/20) de aquellos provenientes de criaderos y el
26,0% (20/77) de los derivados de domicilios dieron positivo a lacondicion evaluada
frente al 30,8% (20/65), el 35,0% (7/20) y el 74,0% (57/77)con resultado negativo,
respectivamente. La diferencia es estadisticamente significativa por lo que se concluye
que el comportamiento de la condicién evaluada no es homogéneo entre individuos
de diferente procedencia, siendo menos frecuente en aquellos provenientes de
domicilios.
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Gréfico 5
Asociacion entre resultados positivos a PCR y alojamiento

4.6.2.6 Asociacién entre resultados positivos a PCR y categoria etaria

Asociacion entre la presencia de infeccion (PCR+) o ausencia de infeccion
(PCR-) de la condicion y categoria etaria. Es presumible que a mayor edad mayor
posibilidad de contacto con vectores y agentes infecciosos, por lo que se indaga si
realmente se da esta condicidn con mayor prevalencia a medida que avanza la edad
en los perros



Tabla XXXII: Asociacion entre resultados positivos a PCR y edad
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Joévenes Adultos Gerontes Total
PCR + 32 28 17 77
PCR - 11 58 12 81
Total 43 86 29 158

La categoria cachorros presentdé un muy bajo numero de MUESTRAS por lo

qgue se excluyo del analisis.

Prueba estadistica: Chi-cuadrado

Hipotesis estadistica: La distribucion de casos positivos y negativos es homogénea

en sujetos de diferente categoria etaria. Se rechaza la hipétesisde homogeneidad

(p< 0,0001).

El 74,4% (32/43) de los jovenes, el 32,6% (28/86) de los adultos y el 58,6%

(17/29) de los gerontes dieron positivo a la condicion evaluada frente al25,6% (11/43),

el 67,4% (58/86) y el 41,4% (12/29) con resultado negativo, respectivamente. La

diferencia es estadisticamente significativa por lo que se concluye que el

comportamiento de la condicion evaluada no es homogéneo entre individuos de

diferente categoria etaria.
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4.6.3 Asociacion entre especies de MH ydiferentes variables

Se buscaron también asociaciones entre especies de MH y diferentes

variables.

46.3.1 Asociacion entre Mycoplasma haemocanis y la presencia de
ectoparésitos

En primer lugar, se estudio la infeccion por Mycoplasma haemocanis yla
presencia de ectoparasitos. Asociacion entre la positividad o negatividad a M.

haemocanis y la presencia o ausencia de ectoparasitos (Test exacto de Fisher).

Tabla XXXIIl: Asociacion entre la infeccion por M. haemocanis y

presencia de ectoparasitos

Con ectoparasitos Sin ectoparasitos Total
M. haemocanis + 20 9 29
M. haemocanis - 30 52 82
Total 50 61 111

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher.

Hipotesis estadistica: La distribucion de casos positivos y negativos a

M.haemocanises homogénea en sujetos con y sin ectoparasitos.
Se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p= 0,0043).

El 40% de los individuos con ectoparasitos fueron M. haemocanis+ (20/50)
frente al14,8% de los individuos sin ectoparasitos (9/61). El 60,0% (30/50) de los
individuos con ectoparasitos y el 85,3% de aquellos sin ectoparasitos (52/61) estaban
infectados con M. haemocanis. La diferencia es estadisticamente significativa por lo
que se concluye que la positividad onegatividad a M. haemocanis no es homogénea

entre individuos con y sin ectoparasitos.
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Asociacion entre M. haemocanis y presencia de ectoparasitos

46.3.2 Asociacion entre diferentes especies de

Mycoplasmahaemocanis y la presencia de lesiones en piel

También se busco asociacion entre e M. haemocanis y lesiones de piel.
Asociacion entre la positividad o negatividad a M. haemocanis y la presencia o

ausencia de lesiones en piel (Test exacto de Fisher).

Tabla XXXIV: Asociacion entre M. haemocanis y presencia de lesionesen
piel.

Con lesiones en piel |[Sin lesiones en piel Total
M. haemocanis + 10 19 29
M. haemocanis - 28 55 83
Total 38 74 112

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

Hipotesis estadistica: La distribucion de casos positivos y negativos a M.

haemocanis es homogénea en sujetos con y sin lesiones en piel.
No se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p= 0,999).

El 26,3% de los individuos con lesiones en piel (10/38) y el 25,7% delos
individuos sin lesiones en piel (19/74) fueron M. haemocanis+ frente al73,7% de los

individuos con lesiones en piel (28/38) y el74,3% (55/74) delos individuos sin
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lesiones en piel que fueron M. haemocanis. La diferencia es estadisticamente no
significativa por lo que se concluye que la positividad o negatividad a M. haemocanis

es homogénea entre individuos con y sin lesiones en la piel.
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4.6.3.3 Asociacion entre Ca. M. haemotoparvum y presencia

deectoparasitos

Habiendo realizado la asociacion de M. haemocanis/ectoparasitos se
practico también con Ca. M. haematoparvum. Las diferentes especies que hoy estan
apareciendo en las ciudades argentinas testeadas, obliga a profundizar de modo
individual, evitando generalizaciones. Asociacion entre lapositividad o negatividad a
Ca. M. haematoparvum y la presencia o ausencia de ectoparasitos (Test exacto de
Fisher).

Tabla XXXV: Asociaciéon entre infeccion por Ca. M. haemotoparvum y

presencia de ectoparasitos.

Con ectoparasitos Sin ectoparasitos Total
Ca. M. haematoparvum+ 14 2 16
Ca. M. haematoparvum - 29 55 84
Total 43 57 100

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

Hipotesis estadistica: La distribucion de casos positivos y negativos a Ca. M.

haematoparvum es homogénea en sujetos con y sin ectoparasitos

Se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p= 0,0001). ElI 32,6% de los
individuos con ectoparasitos fueron positivos a Ca. M. haematoparvum+ (14/43) frente
al 3,5% de los individuos sin ectoparasitos (2/57). El 67,4% (29/43) de los individuos
con ectoparasitos y el 96,5% de aquellos sin ectoparasitos (55/57) fueron Ca. M.
haematoparvum-. La diferencia es estadisticamente significativa por lo que se
concluye que la positividad onegatividad a Ca. M. haematoparvum no es homogénea
entre individuos cony sin ectoparasitos. Si bien no hubo asociacidén con ectoparasitos
para M. haemocanis pero si se hallé relaciébn entre la infeccion por para Ca.M

haemotoparvum y la presencia de ectoparasitos.
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4.6.34 Asociaciéon entre Ca. M. haematoparvum y la presencia de

lesiones en piel

De mismo modo de lo expuesto, se vinculé al Ca. M. haematoparvum con la

presencia o no de lesiones de piel. Asociacion entre la positividad o negatividad a Ca.

M. haematoparvum y la presencia o ausencia de lesiones en piel (Test exacto de

Fisher).

Tabla XXXVI: Asociacion entre infeccion por Ca. M. haemotoparvum y la

presencia de lesiones en piel.

Con lesiones en piel Sin lesiones en piel Total
Ca. M. haematoparvum + 8 8 16
Ca. M. haematoparvum - 28 56 84
Total 36 64 100

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher.

Hipotesis estadistica: La distribucidn de casos positivos y negativos a Ca. M.

haematoparvum es homogénea en sujetos con y sin lesiones en piel.

No se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p= 0,258).
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El 22,2% de los individuos con lesiones en piel (8/36) y el 12,5% de los
individuos sin lesiones en piel (8/64) fueron Ca. M. haematoparvum+ frente al 77,8%
de los individuos con lesiones en piel (28/36) y el 87,5% (56/64) de los individuos sin
lesiones en piel que fueron Ca. M. haematoparvum. La diferencia es estadisticamente
no significativa por lo que se concluye que la positividad o negatividad a Ca. M.

haematoparvum es homogénea entre individuos con y sin lesiones en la piel.
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4.6.3.5 Asociacion entre especies de MH y alojamiento

Asociacion entre la positividad a Ca. M. haematoparvum y M.

haemocanis yalojamiento (Test exacto de Fisher).
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Tabla XXXVII: Asociacion entre infeccion por Ca. M. haematoparvum y M.

haemocanis y alojamiento

M. haemocanis + | Ca.M. haematoparvum + Total
Criaderos 8 2 10
Domicilios 56 2 58
Refugios 20 12 32
Total 84 16 100

Prueba estadistica: Chi-cuadrado

Hipotesis estadistica: la distribucion de casos positivos de M. haemocanis +y Ca.

M. haematoparvum + es homogénea entre perros de diferentes alojamientos.
Se rechaza la hipotesis de homogeneidad (p< 0,0001).

Los casos positivos a M. haemocanis provinieron en un 23,8% (20/84) de
refugios, un 9,5% (8/84) de criaderos y el 66,7% (56/84) restante de domicilios valores
que difieren de los registrados como positivos a Ca. M. haematoparvum que fueron de
75,0% (12/16), 12,5% (2/16) y el 12,5% (2/16), respectivamente. La diferencia es
estadisticamente significativa por lo que se concluye que la positividad a M.
haemocanis y a Ca. M haematoparvum no es homogénea entre individuos de diferente
alojamiento, siendo el primero mas frecuente en casos derivados de domicilios y el

segundo mas frecuente en aquellos provenientes de refugios.
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4.6.3.6 Asociacion de la infeccidon por especies de MH y edad

Una pregunta en la evolucion de los resultados fue, que incidencia pueden
tener las diferentes especies mayormente halladas con respecto a la edad.
Asociacion entre la positividad a Ca. M. haematoparvum y M. haemocanis y la
categoria etaria (Test exacto de Fisher). (Se excluyeron las categorias etarias

cachorros, gerontes y la especie M. suis por presentar muy baja frecuencia).

Tabla XXXVIII: Asociaciéon de la infeccién por Ca. M. haematoparvum y

Mycoplasma haemocanis y edad

M. haemocanis + Ca.M. haematoparvum+ Total
Jovenes 12 7 19
Adultos 14 4 18
Total 26 11 37

Prueba estadistica: Test exacto de Fisher

Hipotesis estadistica: la distribucién de casos positivos de M. haemocanis y

Ca. M. haematoparvum es homogénea en sujetos jovenes y adultos.

No se rechaza la hipoétesis de homogeneidad (p= 0,476).

De los individuos jovenes, el 63,2% (12/19) fue M. haemocanis positivos y el
36,8% (7/19) fueron Ca. M. haematoparvum positivos frente al 77,8% (14/18) y el
22,2% (4/18) de los individuos adultos respectivamente. La diferencia es
estadisticamente no significativa por lo que se concluye que la positividad a ambos (M.

haemocanis y Ca. M. haematoparvum) es homogénea en individuos jovenes y adultos.
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5. Capitulo 5: DISCUSION

5.1 Utilidad de las metodologias aplicadas para la deteccion de MH:métodos

directos y métodos moleculares

La deteccién de MH se realizd en primera instancia a través de un método
directo como es el microscopia, es decir la observacion a 1000X de frotis sanguineos
coloreados, en busqueda de ECMH, aunque con el conocimiento previo de que ésta
es una técnica de baja sensibilidad y baja especificidad. Para confirmar la presencia
de estos agentes se utilizd luego la PCR, técnica que se sabe posee tanto una

sensibilidad como especificidad cercanas al 99%.

Puede considerarse a la PCR como prueba de eleccién para el diagnostico de
MH, ya que siendo estos microorganismos imposibles de aislar, no existe otro método

mas sensible y especifico para su deteccién.

Cuando se analiz6 la concordancia entre pruebas, es decir se compararon los
resultados de los métodos directos con los obtenidos por PCR, se pudo observar que
la capacidad de la microscopia para detectar la infeccién por MH en perros infectados
o positivos a PCR (positivos verdaderos) fue del 72%, mientras que los falsos positivos
hallados fueron del 17%. De esta manera, la sensibilidad obtenida con esta prueba,
fue superior a otros estudios en donde también se realizd el mismo tipode comparacion
(Hampel J. A. et al., 2014), especialmente si se tiene en cuenta que los perros no
presentaban sintomatologia, y es conocido que la cantidad de MH en sangre es mayor

cuando hay sintomatologia clinica.

Se observo también que la capacidad de la microscopia para detectar la
ausencia de infeccion en perros negativos a la PCR fue del 29%, lo que significa que
en muchos casos se diagnosticaron como ECMH a corpusculos de tamafo parecido
a los cuerpos de Howell-Jolly, artefactos como precipitaciones de los colorantes, o
especies bacterianas con similitudes morfolégicas (Guimaraes A. M. S. et al., 2014;

Maggi R. G.et al., 2013) dado el tamafio tan pequefio de estos agentes.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Guimaraes%2BAM&cauthor_id=24642917
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Como se menciono, el valor 1,014 de la RS para la microscopia significa que

un individuo con resultado positivo a la prueba tiene una probabilidad 1,014 veces

mayor de tener efectivamente la condicion investigada con respecto a un individuo con

un resultado negativo. Esta RS fue muy baja, pero es un valor légico teniendo en

cuenta que se analizaron perros sin clinica, que aunque sean portadores de la

infeccion, podrian no presentar un numero de MH detectables en sangre (GroebelK.y
col, 2014).

En cuanto a la técnica del frotis sanguineo, resulté una técnica de facil
realizacion, bajo costo y suficientemente sensible para captar presencia de estos
agentes infecciosos en poblaciones y ya se sabe es eficiente para diagnosticar

animales con sintomatologia clinica.

Resultd interesante verificar la similitud hallada entre losresultados de los
extendidos de sangre de VMO y los de VCAB; esto da la posibilidad de procesar
solamente la sangre obtenida de la VCAB, que se extrae rutinariamente para realizar
estudios de quimica sanguinea y hemograma. La técnica de la puncién de la VMO se
ha popularizado en general para el estudio de los agentes hemopatdgenos, pero no

parece existir una ventaja en la deteccién de MH.

Como se dijo al principio de la discusion, la PCR posee elevadas
sensibilidad/especificidad y es la unica que permite la deteccion fehaciente de la
infeccion. Complementada con la secuenciacion, permite la deteccion delas especies
de MH en una poblacién. Contrariamente, la visualizacion de micoplasmas en sangre
por microscopia puede ser inespecifica por la similitud con artefactos y poco sensible
por la caracteristica ciclica de la infeccidn. La microscopia es una técnica limitada pero

que se podria considerar para una busqueda inicial o screening de estos agentes.

Una primera busqueda por medio de frotis sanguineos seguida de PCR y
secuenciacion se considera que podria constituirse en el algoritmo para la busqueda

de los MH en animales sin clinica.
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5.2 Prevalencia de la infeccion por MH en perros determinada por PCR

La prevalencia de infeccion por MH en perros hallada mediante PCRfue
del 48%.

Antecedentes actuales en Europa, como en el norte de Italia, de acuerdo con
estudios realizados, la prevalencia general de la infeccion por MH en perros que
deambulan libremente fue del 6,1%, siendo significativamente mayor que en los perros
gue no lo hacian (P <0.05). Fueron identificados M. haemocanis en el 4,7% de los
animales y Ca. M. haematoparvum en el 1,4% (Ravagnan S. et al., 2017). En ese
estudio no se encontrd asociacion significativa entre la prevalencia de infeccién. Los
resultados obtenidos en esta tesis mostraron una prevalencia mas elevada en las

poblaciones de perros estudiadas.

Un estudio en el sur de Brasil evalu6 la prevalencia de hemoplasmas

en la poblacién humana de un asentamiento rural, en sus perros y caballos, todos
altamente expuestos a las picaduras de garrapatas. Se analizaron muestras de
sangre de 132 perros, 16 caballos y 100 humanos utilizando un ensayo de PCR
en tiempo real SYBR Green seguido de una PCR en tiempo real TagMan
especifica de especie. Cincuenta y nueve de 132 perros (44.7%) fueron positivos
para hemoplasmas: 21 a M. haemocanis solo, 12 a Ca. M. haematoparvum solo
y 21 a ambas especies. Solamente 1 de las 100 muestras humanas fue positiva
mientras todas las muestras de caballos fueron negativas (da Costa Viera R ycol,
2015). Si bien la infeccion por hemoplasmas en caninos fue altamente
prevalente, la transmisidén de estos agentes entre hospedadores no se observo y,
por lo tanto, parece no ocurrir con frecuencia a pesar de la sobreexposicion de
agentes y vectores. En este caso ademas, las proporciones de presentacion de
especies de MH en perros fueron similares a las halladas en esta region de

Argentina.

En Lima - Peru, se realizé un estudio en perros y gatos en el que se recolectaron
460 muestras de sangre (410 perros y 50 gatos) entre diciembrede 2017 y mayo
de 2018. Los frotis se colorearon con Wright y las laminas de
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reticulocitos con Azul Brillante de Cresilo. Hallaron Cytauxzoon felisen el 20%de los
gatos, Anaplasma spp en el 0.2% de los perros y Mycoplasma spp en el 0.2% de los
perros y en el 2% de los gatos (Raiden Grandia G, 2019). También en este caso se

obtuvo una muy baja prevalencia comparada con nuestrarealidad.

En cuanto a un estudio realizado en la provincia de Valdivia - Chile, sobre

278 muestras de sangre de perros, los resultados positivos a PCR para el conjunto de
MH fue del 24.8%, mientras que las prevalencias fueron similares para las dos
especies de MH, ya que se detecto el 11,2% de M. Haemocanis yel 12,2% de Ca. M.
haematoparvum (Soto F., 2016). La prevalencia general fue menor que la obtenida en

este trabajo de tesis, muy probablemente por las diferencias climaticas de esa region.

De acuerdo a los reportado sobre la prevalencia de la infeccion por MH, nuestros
resultados fueron semejantes a los obtenidos en algunos paises de Latinoamérica
como Brasil, mientras que con respecto a otros como Peru y Chile y a aquellos
obtenidos en Europa existe una gran diferencia, lo cual hace suponer que las variables
como habitos culturales, nivel educativo, clima, disponibilidad de informacion (entre
otros) son las responsables de las diferenciasen los resultados hallados. Se considera
relevante que en futuros trabajos se incluya la variable cambio climatico como

disparadora delcaracter endémico de la infeccidén en los lugares de alta prevalencia.

5.3 Prevalencia de la infeccién por MH obtenida por PCR asociada a

diferentes variables.

Los resultados de la PCR segun la procedencia geogréfica de las poblaciones
estudiadas dentro de la zona de influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
UNR no present6 diferencias comparada con la prevalencia en las muestras de
procedencia rural (Isla Verde, Chanar Ladeado, Roldan, Carcarafia, Villa Mugueta,
Fuentes y Totoras) con respecto a las de origen urbano (San Lorenzo, Villa
Constitucion, Rosario y Casilda), siendo el 67,74% en las areas rurales versus el
63,42% en las urbanas. Las diferencias en el porcentaje de infeccion entre localidades
sedeben especialmente a las diferencias en el numero de muestras recolectadas

en cada una de ellas.
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Los perros alojados en domicilios resultaron positivos en un 25%, un porcentaje
menor (estadisticamente significativo) comparado con los criaderos en donde el 76%
fue positivo y con los alojados en refugios en los cualesel 50%estaba infectado. Estos
resultados pueden adjudicarse al hecho, que lospropietarios realizan una tenencia
responsable previniendo la infeccidn a través de un control de vectores mas eficiente,
ya que se sabe que la transmision de estos agentes se raliza a través de la picadura
de artropodos hematofagos como las pulgas y las garrapatas (Mesquita J. R.et al.,
2021).La prevencion de las ectoparasitosis y por lo tanto de la transmisién de MH con
tratamientos adecuados instaurados tanto en los animales como en el medio
ambiente, se cumple en general mas en perros con tutor; la lucha contra estos vectores
es mas dificil cuando conviven numerosos individuos como sucede en los criaderos.
Por otro lado, recientementese lograron evidencias acerca de la posible transmision
vertical de M. haemocanis (Lashnits Eet al., 2019), lo cual seria de vital importancia

especialmente en el caso de los criaderos.

Teniendo en cuenta la variable sexo, quedé demostrado en este estudio que no
influye en los porcentajes de infeccion: 45% de los machos estaban infectadosversus
el 50% de las hembras. Sin embargo, se debe considerar que la infeccién en hembras
tendria una implicancia mayor por las recientes evidencias de transmision vertical en
perros, como se ha mencionado (Lashnits Eet al., 2019). En cerdos y en otras especies
de animales de produccion, por las implicancias econdémicas que tendria la transmision
vertical, se buscaron durante mucho tiempo pruebas sobre este hecho, pero nunca se

arribé a evidencias contundentes (Niethammer F. M.et al., 2018).

La diferencia en el porcentaje de infeccion entre los individuos de raza definida y
mestizos (57.1% en las razas definidas vs el 46.3% en los mestizos) no es
estadisticamente significativa; evidentemente, en ninguno de estos grupos existirian

ni causas predisponentes ni resistencias particulares.

La presencia de lesiones cutaneas podria orientar al incremento del rascado
como consecuencia de la infestacion por ectoparasitos, y por ello vincularse con una
mayor presencia de infeccién con MH, por mayor presencia de vectores hematéfagos,
puntualemente referidos a pulgas y garrapatas. Pero de acuerdo a los resultados
documentados en los casos con y sin lesiones cutaneas no se manifiestaron

diferencias significativas (50.0% con lesiones vs 42.2% sin lesiones). Esta condicién
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hace suponer que un gran numero de lesiones podrian provenir del rascado generado
por procesos pruritogénicos de diferentes etiologias, como ser alergia ambiental
(Olivry T.et al., 2015).

Se encontro que la presencia de ectoparasitos estuvo estadisticamente asociada
a una mayor prevalencia de infeccion. De acuerdo a los resultados el 62.5% de perros
con ectoparasitos fueron positivos en comparacion con el 34.2%de perros infectados
sin ectoparasitos. Siendo la micoplasmosis hemotrofica esencialmente una
enfermedad vectorial, seria importante profundizar el conocimiento de los ciclos de
vectores presentes en cada zona para profundizar en el estudio de las enfermedades

producidas por MH.

De acuerdo a la variable edad: 74,4% en los jovenes, 36,3% en los adultos y el
58% en los gerontes. Estos porcentajes no se correspondieroncon las expectativas
originales, ya que es de suponer que a mayor tiempo de exposicion (gerontes) existiria
una mayor posibilidad de contagio. No se encontré una explicacion légica para el alto
porcentaje de positividad en jovenes vs el obtenido en adultos y gerontes. Podria
atribuirse este resultado la cantidad de muestras no fue equitativa entre las franjas

etarias.

5.4Deteccion de diferentes especies de MH detectadas

porsecuenciacion y su asociacion con diferentes variables

La micoplasmosis hemotrofica rara vez se ha informado en Latinoamérica. La
enfermedad en perros es causada principalmente por M. haemocanis y Ca.
M.haematoparvum (Gary A.T., 2006; Willi B., 2006). En general, se sabe poco sobre
la ecologia y quedan dudas sobre todas las posibles formas de transmision de estas
bacterias. Las muestras analizadas provinieron de perros asintomaticos, y en la
enfermedad por MH los signos clinicos suelen ser variables (Chalker V.J., 2005;
Messick J.B., 2003).
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EL alto porcentaje de las muestras positivas a PCR, en las que se realiz6

secuenciacion, la mayor prevalencia de M. haemocanis por sobre Ca. M.

haematoparvum es coincidente con la hallada por otros autores (Compton S.M. et al,
2012).

Se detectd por primera vez la especie M. suis en perros, y este es un dato mas
gue atenta contra la idea durante mucho tiempo sostenida acerca de la especificidad
de especie de estos agentes y en particular el posible caracter zoonético de losmismos
(Welker Biondo A., 2009). Existen también reportes sobre el hallazgo de especies de
MH de gatos (Ca. M. turicensis) en perros y zorros (Soto F.et al., 2016). M. suis se
encontro en 8 perros, 6 de los cualeseran animales de zonas rurales (Roldan,
Fuentes y Villa Mugueta), relacionadas con la produccion porcina, lo que podria
explicar este hallazgo, pensando en un probable contacto de cerdos y perros, o quizas
entre vectores provenientes de los porcinos que pudieran infectar a los caninos. Esto
plantea la necesidad de continuar relevando la presencia de especies deMH en las

distintas especies animales.

M. suis es un patégeno porcino: puede causar anemias hemoliticas graves
(anemia infecciosa de los cerdos, antes eperitrozoonosis) de alta letalidad, aunque
también se ha asociado con retraso del crecimiento e Infertilidad (Hoelzle L.E.et al.

2014). Esta deteccion de M. suis amerita

continuar con estudios que permitan aclarar el probable impacto de la infeccion por
este agente en perros y revelar la posibilidad de que los porcinos o los caninos puedan

actuar como reservorios en la transmision de la infeccion.

Segun la variable alojamiento, queddé en evidencia que los perros de criaderos
estaban infectados mayoritariamente con un 47% con Ca. M. haematoparvum y en
un12% con M. Suis. Tanto en los domiciliados como los provenientes de refugios
predomino con un 47% M. haemocanis, el 7% Ca. M. haematoparvum y el 26% M.
suis. Particularmente en los refugios el 52% presenté M. haemocanis, el 21% Ca. M.
haematoparvum y el 6% M. suis. Coincidentemente con otros trabajos, claramente se
expresa el predominio del M. haemocanis excepto en los criaderosen los que se ha
obtenido un resultado mayor paraCa. M. haematoparvum; no puede darse una
explicacion cierta a este hecho aunque podria pensarse que existirian diferencias en
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la difusién de una determinada especie en una poblacion, influida por ejemplo por
distintas capacidades patogénicas de especie, u otras como la respuesta de los
hospedadres, aunque no existe biliografia al respecto (variables que no fueron

estudiadas).

La variable sexo, no mostro diferencias. Lo mismo sucedio con la variable raza.

Se hallaron diferencias en el indice de infeccion producida por las distintas
especies de acuerdo a la variable presencia/ausencia de lesiones cutaneas, ya que
en aquellos perros con lesiones hubo un predominio de infeccion con Ca. M.
haematoparvum. No se pudo comprobar la asociacion entre perros PCR positivosy
presencia de lesiones, si se vid que los perros con lesiones estaban infectados
principalmente con Ca. M. haematoparvum. Este hecho tampoco posee una
explicacion a la luz de los conocimientos actuales sobre la biologia/ecologia de cada

una de las especies de MH.

Al analizar los resultados de la PCR ya pudo corroborarse una asociacion
estadisticamente significativa con la presencia de ectoparasitos. Luego se evidencio
gue esa asociacion se daba especialmente con la especie Ca. M. haematoparvum, lo
cual podria hipotetizarse, pueda estar relacionado con el tipo de ectoparasito/vector

presente, que en las poblaciones estudiadas fue predominantemente C. felis.

Se hallaron diferencias significativas de infeccion entre categorias etarias, los

perros jovenes fueron los mas afectados.

5.5 Deteccidn de otros agentes causantes de enfermedades vectoriales

Otros hemopatdgenosfueron hallados de manera complementaria y enriquecedora
en la busqueda de MH. Se estudiaron 70 muestras y se hallaron los agentes
Anaplasmaplatys, Babesiacanis vogeli y dos especies de Bartonella:
Bartonellaclarridgeiae y una no caracterizada oBartonella spp, no detectandose

Ehrlichia spp.



125

En Argentina los reportes sobre especies de Anaplasma, Babesia y Ehrlichiaen
perros son pocos y acotados a la Pcia de Buenos Aires.Babesiacanisvogeli fue
descripto en perros de la Ciudad de Buenos Aires Anaplasma platys causante de
anaplasmosis  granulocitica y trombocitopénica y Ehrlichia canis de
erlichiosismonocitica canina, sélo se detectaron en perros salvajes (Eiras D., 2018).
Hasta ahora no existian reportes sobre agentes de enfermedades transmitidas por
artropodos en caninos domeésticos de la regidn. La prevalencia de Anaplasmaplatys
hallada en Cordoba y Santa Fe fue similar (15,7%) a la reportada en perros de Buenos
Aires (Eiras D., 2018).En este trabajo de tesis se detect6 una prevalencia alta de
Babesiacanisvogeli en Cérdoba y Santa Fe (7%) (Mascarelli P., 2016) si se compara
con un reporte previo de Buenos Aires del 0,77% (Eiras D., 2018). La deteccién de
Bartonella no habia sido realizada antes en perros; se reporta por primera vez la
presencia de Bartonellaclarridgeiaeen perros. Las detecciones solo pudieron hacerse
por métodos moleculares y no a través de extendidos, ya que este estudio se realizd

luego de extraido el ADN.

Esta busqueda de hemopatégenospermitio detectar infecciones no reportadas
previamente en perros de Argentina como ya se menciond. La especie mas conocida
de Bartonella es B. henselae que produce en perros infecciones endoteliales con
manifestaciones variables entre individuos, aunque en general consisten en
alteraciones hepaticas, esplénicas y cutaneas. Es esperable que B. clarridgeiae
produzca patologias similares, aunque en este trabajo los perros estaban sanos y eran
solo portadores de los agentes hallados. La otra especie hallada y no caracterizada

totalmente esta relacionado estrechamente a B. tribocorum reprotada en ratas.

Por ultimo, cabe destacar el trabajo de Maggi R. y Kramer F. del 2019 sobre las
enfermedades transmitidas por vectores en animales de compania (ETPVAC),
enfatizando que son una amenaza importante en la vida de las mascotas, pero
también pueden tener un impacto en la salud humana, debido a su caracter a menudo
zoondtico. La importancia y la conciencia de las ETPVAC aumentaron continuamente
durante los ultimos afos, sin embargo la informacion sobre su ocurrencia sigue siendo
limitada en varias partes del mundo. América Latina (LATAM), una regién con gran
biodiversidad, es una de estas regiones, donde la informacion sobre ETPVAC para
duenos de mascotas, veterinarios, médicos y trabajadores de la salud a menudo es
obsoleta, limitada o inexistente. Una busqueda exhaustiva de literatura para ETPVAC
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en animales de compainiia (perros y gatos) se realizé para varios paises de América
Central (Belice, Islas del Caribe, Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana Republica,
El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Puerto Rico), asi
como en América del Sur (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador,
Guayana Francesa, Guyana (Guyana Britanica), Paraguay, Peru, Surinam, Uruguay,
Venezuela) con respecto a la aparicion de las siguientes enfermedades parasitarias y
bacterianas: babesiosis, gusano del corazon, diroflariosis subcutanea,
hepatozoonosis, leishmaniosis, tripanosomosis, anaplasmosis, bartonelosis,
borreliosis, ehrlichiosis, micoplasmosis y rickettsiosis. No solo ninguno de estos
paises resultd completamente libre de ETPVAC sino que la revisidn confirma una
amplia distribucion. Esta gran ocurrencia y el hecho de que la mayoria de los ETPVAC
pueden tener un resultado clinico bastante severo y sus opciones de diagndstico y
terapéuticas en la region a menudo son de dificil acceso, exige un fuerte llamado para
la prevencion de la transmision de patdogenos mediante el uso de productos
ectoparasiticidas y una mejora en la alimentacién, asi como mediante la realizacién de

cambios de comportamiento.

Cabe destacar, que también se detectaron coinfecciones con dos 0 mas patégenos
identificados: M. haemocanisy Ca. M. haematoparvum (5,7%); M. haemocanis y A.
platys (7,1%); M. haematoparvum y A. platys (8,6 %); y M. haemocanis y B. vogeli.
Todos los los perros infectados A. platy también estaban infectados con Mycoplasma
spp. (ya sea M. haemocanis o Ca. M. haematoparvum). Si bien, estas combinaciones,
se presentaron en bajos porcentajes, plantean un nuevo desafio para continuar
profundizando acerca de los factores predisponentes de estas comorbilidades y sus

implicancias en la salud de sus hospedadores.

5.6 Relevamiento de ectoparasitos en la region estudiada vy

deteccionde MH en pulgas y garrapatas.

Las pulgas recuperadas de los perros estudiados se correspondieroncon
las 2 especies mas frecuentes en perros: Ctenocephalides felis y Ctenocephalides
canis. La diferencia de convexidad en el borde del perfil de la cabeza de estas especies
es una caracteristica simple de identificar en consultorio con la asistencia de un minimo

aumento, diferenciarlas es importante ya que la pulga de gato es mas reactiva para
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los perros.

Las garrapatas recuperadas se correspondieron exclusivamente con

Rhipicephalus sanguineus.

El 43% de los perros estudiados presentaban ectoparasitos, en su mayoria
pulgas, y especialmente C. felis (el 40%, casi la mitad). C. canis solo constituy6 el
18% del total de parasitados. Mientras tanto solo el 9% estaba parasitado con
garrapatas, especificamente R. sanguineus. El predominio de C. felis es coincidente
con la distribucién mundial documentada (Lawrence A. ycol, 2015; Taenzler J., 2014;
Wall R., 2010).

Se registro la particularidad del elevado numero de C. canis en la poblacion de
perros de refugio de Isla Verde. Si bien la presencia de C. felis se dio en el 88% de los
perros parasitados, el hallazgo del 73% de C. canis no se observd en otras

poblaciones.

La recuperacion de solo el 9% de garrapatas, no correlacioné segun lo
esperado debido al deficiente estado sanitario de algunos de los alojamientos
muestreados en donde habia una elevada infestacion por pulgas. Podria haber
sucedido que ciertos factores climaticos no hayan favorecido la aparicion de

garrapatas durante la etapa de toma de muestras.

Este relevamiento de estas especies de ectoparasitos en perros de la

region no habia sido realizado con anterioridad.

Los resultados positivos obtenidos por PCR en los pooles de pulgas y
garrapatas ratificaron la presencia de MH en estos ectoparasitos, hecho que los
implica en el posible rol de vectores. No se pudieron demostrar diferncias en su
participacion: se obtuvieron pooles separados de C. felis y C. canis pero no quedo
claro si existian vinculos diferentes entre la infeccion con MH y el tipo de vector
hemato6fago. Siendo la picadura de ectoparasitos la principal forma de transmision de
MH en perros, ameritaria continuar con nuevos estudios y determinar si existe una

predominancia en el contagio de especies de MH de acuerdo al vector.
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Capitulo 6: CONCLUSIONES

Se detectd por primera vez la presencia de micoplasmas hemotréficos
utilizando la técnica de PCR en perros de la zona de influencia de la Facultad de

Ciencias Veterinarias dela Universidad Nacional de Rosario.

Se confirmo la presencia de las especies M. haemocanis, Ca. M. haematoparvum

y M. suis en perros de la region estudiada.

Se describio por primera vez la presencia de la M. suis en perros.

Se detectd un elevado porcentaje de perros infectados con MH utilizando la técnica

de PCR en las poblaciones estudiadas.

El porcentaje de perros infectados con MH detectados por PCR fue menor en los

animales alojados en domicilios.

El porcentaje de perros infectados con MH detectados por PCR fue mayor en los

jovenes.

El porcentaje de perros infectados con MH utilizando la técnica de PCR fue mayor
en aquellos parasitados con pulgas y garrapatas; comprobandose que el
ectoparasito mas frecuente en los perros de la region estudiada fue la pulga

C. felis.

No existieron diferencias significativas entre los porcentajes de infeccion
detectados por PCR en perros de diferentes sexo y raza, ni en aquellos con

lesiones cutaneas compatibles con rascado.

El porcentaje de perros infectados con M. haemocanis fue mayor en aquellos
alojados en domicilios mientras que el porcentaje de perros infectados conCa.

M. haemotoparvum fue mayor en los alojados en refugios.

En los perros con pulicosis fue mas frecuente la infeccion con Ca. M.

haematoparvum que con M. haemocanis.
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Aunque Mycoplasma spp. fue el patégenoproductor de ETPV mas frecuentemente
hallado, también se detectaron los patdgenos Anaplasma platys, Bartonella
clarridgeiae y Babesia canis vogeli.

Fueron identificadas coinfecciones con dos o mas patdgenos causantes de ETPV
en las cuales se encontraban M. haemocanis y Ca.M. haematoparvum.

No existieron diferencias significativas entre la deteccion de ECMH en frotis
provenientes de sangre de VMO y de VCAB.
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