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RESUMEN
Revisores ?

Introduccién: Los micoplasmas hemotrépicos se encuentran ampliamente distribuidos en
Editor  Variasregiones del mundo. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la presencia de

Lisset Gonzdlez Navaro especies de micoplasmas hemotrépicos en bovinos, bufalinos, perros y garrapatas de Cuba.
Academia de Ciencias de Cuba. La Métodos: Se analizaron 39 muestras de sangre de bufalos y 471 bovinos para investigar la
Habana, Cuba presencia de Mycoplasma wenyonii y ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’; 391 muestras

de sangre de perros y 247 pools de garrapatas para detectar la presencia de Mycoplasma
haemocanisy ‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ mediante ensayos de PCR en tiem-
po real TagMan® (especie especificos). Resultados: Para M. wenyonii 53 animales fueron
positivos y 33 para ‘Ca. Mycoplasma haemobos’; en coinfeccion con M. wenyonii, con preva-
lencias similares en bovinos y bufalinos. El 17,9 % de las muestras de perros fueron positivas
para al menos una especie de hemoplasma, con el 15,1 % positivo para M. haemocanis, el
4,4 % para '‘Ca. Mycoplasma haematoparvum’, y el 1,5 % coinfectados. Las garrapatas se
Ziofsi:lrlsltf::;ié;lzzt;iﬁoig:rrzselﬁsrlnglfcllzrnes identificaroAn como Rhipicephalus sgnguineus seAnsu lato; y ning/uno de los pools fue pos?tivo
tidad, como expresién de apertura progresiva alas especies de micoplasmas caninos en estudio. Se demostrd la presencia de 5 haplotipos
del proceso de revisién por pares. No aparecen diferentes para M. haemocanis y 4 haplotipos para ‘Ca. M. haematoparvum’; uno de estos
aquellos que optaron por el anonimato. haplotipos mostré 100 % de identidad con un aislado de Granada, que se asocié con casos
de exposicion zoondtica. Conclusiones: Estos resultados constituyen la primera evidencia
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molecular de la infeccion por especies de hemoplasmas en bovinos y bufalinos de Cuba y el
Caribe y el primer reporte molecular de la ocurrencia de infecciones simples y coinfecciones
causadas por M. haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ en perros de Cuba. Por primera vez
se evidencia la circulacion de un genotipo de ‘Ca. M. haematoparvum’ con potencial zoonoti-
co, comun entre las Antillas mayores y menores del Caribe.

Palabras clave: micoplasmas hemotrépicos; bovinos; bufalinos; perros; PCR en tiempo real

First molecular evidence of hemotropic mycoplasma species
(Mycoplasma spp.) in animals of economic and social
importance in Cuba

ABSTRACT

Introduction: Hemotropic mycoplasmas are widely distributed in several regions of the world.
The aim of the present work was to determine the presence of hemotropic mycoplasma
species in cattle, buffaloes, dogs and ticks in Cuba. Methods: They were analyzed thirty-nine
buffalo and 41 cattle blood samples to investigate the presence of Mycoplasma wenyonii and
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’. They were analyzed and 391 dog blood samples and
247 tick pools to detect the presence of Mycoplasma haemocanis and ‘Candidatus Mycoplas-
ma haematoparvum’. In all cases it was used the species-specific TagMan® real-time PCR
assay. Results: For M. wenyonii 53 animals were positive and 33 for ‘Ca. Mycoplasma hae-
mobos’; in coinfection with M. wenyonii, with similar prevalence in cattle and buffalo. 17.9%
of dog samples were positive for at least one hemoplasma species, with 15.1% positive for
M. haemocanis, 4.4% for ‘Ca. Mycoplasma haematoparvum’, and 1.5% co-infected. The tic-
ks were identified as Rhipicephalus sanguineus sensu lato; none of the pools were positive
for the canine mycoplasma species under study. It was demonstrated he presence of five
different haplotypes for M. haemocanis and four haplotypes for ‘Ca. M. haematoparvum;
one of these haplotypes showed 100 % identity with one isolated from Grenada, which was
associated with cases of zoonotic exposure. Conclusions. These results constitute the first
molecular evidence of infection by hemoplasma species in cattle and buffaloes in Cuba and
the Caribbean and the first molecular report of the occurrence of single infections and co-in-
fections caused by M. haemocanis and ‘Ca. M. haematoparvum’ in dogs in Cuba. For the first
time is evident the circulation of a genotype of ‘Ca. M. haematoparvum’ with zoonotic poten-
tial, common between the Greater and Lesser Antilles of the Caribbean.

Key words: hemotropic mycoplasmas; cattle; buffalo; dogs; real-time PCR.

INTRODUCCION

Los micoplasmas o hemoplasmas hemotropicos son
bacterias que causan anemia infecciosa en varias especies
de mamiferos, incluidos los humanos. ? En el ganado bovi-
no se han identificado 2 especies: Mycoplasma wenyonii © 'y
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ “®y enlos perros. Myco-
plasma haemocanis y ‘Candidatus Mycoplasma haematopar-
vum’ son los agentes causales de la hemoplasmosis canina.
Los signos clinicos son inespecificos e incluyen membranas
mucosas palidas, pérdida de peso, apatia, anorexia y fiebre. ©

En Cuba M. wenyonii se reportd por primera vez en gana-
do bovino por Pino et al,, ™ quienes inocularon terneros esple-

nectomizados con el agente y determinaron que la anemia
podia ser inducida en condiciones experimentales; sin em-
bargo, no se pudo asegurar que M. wenyonii fuera la especie
realmente detectada. ®

La bacteria Ca. M. haemobos se informo por primera vez,
mas recientemente, utilizando métodos moleculares como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de
secuenciacién de ADN en bovinos de varios paises del mun-
do, incluido el continente americano. ® En el Caribe insular la
presencia de M. haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum'’ se re-
portd en perros de Trinidad y Tobago, aunque la informacion
disponible sobre el estado de estas entidades en la region es
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escasa e insuficiente. @ En Cuba no se tiene la confirmacion
molecular de la presencia de estos hemoplasmas en perros.
El objetivo del presente estudio fue investigar la presencia de
especies de hemoplasmas en bovinos, bufalos, garrapatas y
perros de Cuba mediante ensayos de PCR en tiempo real y
analisis de secuencia.

METODOS

Primera evidencia molecular de especies de
micoplasmas hemotrépicos (Mycoplasma spp.) en
ganado bovino y bufalino de Cuba

Recoleccion de muestras de sangre y garrapatas

Se colectaron 80 muestras de sangre de 2 rebafios de ga-
nado bovino (Bos taurus) y de 2 rebafios de bufalos de agua
(Bubalus bubalis) de 4 granjas de la provincia Mayabeque,
Cuba. Para todos los animales se recogieron muestras de
sangre utilizando tubos de recoleccion al vacio de 10 mL que
contienen EDTA. El ADN se extrajo usando el juego de reacti-
vos DNeasy Blood and Tissue DNA Purification Kit (Qiagen,
Valencia, CA, EE. UU.). La concentracion y pureza del ADN se
determinaron utilizando un espectrofotémetro de microvolu-
men Colibri (Titertek-Berthold, Pforzheim, Alemania).

Se recolectaron garrapatas adultas de diferentes partes
del cuerpo de cada animal, se conservaron en etanol (70 %)
y se identificaron segun la clave taxonémica descrita por Ba-
rros-Battesti et al. 19

Ensayos de PCR en tiempo real

La presencia de M. wenyoniiy Ca. M. haemobos se detec-
6 utilizando ensayos de PCR en tiempo real especie especi-
fico basados en sondas TagMan, previamente descritos por
Meli et al, " a partir del gen ARNr 16S.

La presencia de ADN amplificable y la ausencia de inhibi-
dores del PCR se confirmaron mediante la amplificacion de
un fragmento del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogena-
sa bovina (GAPDH). (12

Secuenciacién y analisis filogenético del gen ARNr
16S

Se amplificaron los genes ARNr 16S de muestras po-
sitivas a M. wenyonii y Ca. M. haemobos. Los productos de
PCR se purificaron con el juego de reactivos de extraccion
de gel QlAquick (Qiagen), y se sometieron a secuenciacion
directa (Microsynth, Balgach, Suiza). Las secuencias se iden-
tificaron comprobando la secuencia especificada contra las
secuencias existentes utilizando el programa BLASTn. Para
el analisis evolutivo filogenético y molecular, las secuencias
se alinearon con secuencias de hemoplasma depositadas
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en el GenBank usando Clustalw (9 y se ajustaron manual-
mente cuando fue necesario. Se infirid un arbol filogenético
para determinar la relacion de las especies de hemoplasmas
bovinos detectadas para conocer las especies de hemoplas-
ma. El &rbol fue creado por el método de Neighbor-Joining (4
usando una matriz de distancia corregida por sustituciones
de nucledtidos basadas en el modelo de 3 parametros de Ta-
mura con un analisis de bootstrap de 1000 repeticiones. Los
analisis evolutivos filogenéticos y moleculares se realizaron
utilizando MEGA v.7.0.14. (9

Andlisis estadistico

La asociacion entre muestras positivas a M. wenyonii y
‘Ca. M. haemobos’ mediante PCR y variables como la edad y
la presencia de garrapatas, se analizaron mediante la prue-
ba exacta de Fisher. Las tasas de prevalencia se calcularon
con intervalos de confianza (IC) del 95 %. La edad de los ani-
males se analizd como una variable categdrica con animales
clasificados como menor e igual a 1 afio y mayor que 1 afio
y menor que 3 afos. Ademas, las variables cuantitativas,
se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Los
analisis estadisticos se realizaron con el software Jamovi
0.8.1.10. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas si p < 0,05.

Numeros de acceso de las secuencias de
nucleétidos

Las secuencias de nucleotidos se depositaron en la base
de datos GenBank con los numeros de acceso MG948624,
MG948626, MG948628 y MG948631.

Primera evidencia molecular de Mycoplasma
haemocanis y ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’ en perros de La Habana

Area de estudio

El estudio se realizd en 11 municipios pertenecientes a la
provincia La Habana, que se seleccionaron teniendo en cuen-
ta la posibilidad para contactar los duefios durante la realiza-
cion de campanfas de esterilizaciony la presencia de animales
en el Centro para el Control de zoonosis en La Habana.

Colecta de sangre y garrapatas

Se colectaron muestras de sangre de 391 perros (Canis
lupus familiaris): 183 perros vagabundos y 208 perros con
duefo. Las muestras se extrajeron asépticamente mediante
puncion de la vena yugular, utilizando sistema de vacio (BD
Vacutainer®) con 7,2 mg de EDTA K2 como anticoagulante.
De cada animal infestado se colectd la mayor cantidad posi-
ble de garrapatas. Las garrapatas se preservaron en etanol
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al 70 %. La identificacion taxonémica se realizé segun las
claves descritas por Estrada-Pefia et al. (1

Extraccion del ADN de muestras de sangre y
garrapatas

La extraccion del ADN se realizé con el juego de reactivos
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EE. UU.).
Las garrapatas adultas se procesaron en mezclas de hasta
10 especimenes por animal y el ADN se extrajo mediante li-
sis mecanica de las mezclas de garrapatas usando el equipo
MagNA Lyser Instrument™ (Roche Molecular Diagnostics, Ro-
tkreuz, Suiza) y el juego de reactivos Genomic DNA Purifica-
tion Kit (Promega, Madison, EE. UU.).

PCR en tiempo real

Se realizaron ensayos de PCR en tiempo real con sondas
TagMan® para detectar la presencia del gen gapdh (gliceralde-
hido-3-fosfato-hidrogenasa), 7 en las muestras de perros y el
gen mitocondrial ARNr 18S en las muestras de garrapatas. La
presencia de ADN amplificable se determind como suficiente
cuando el numero de ciclos necesarios para alcanzar el um-
bral de deteccién Ct (ciclo umbral, por sus siglas en inglés
threshold cycle) fue inferior a 25.

La deteccion de M. haemocanis y ‘Ca. M. haematopar-
vum'’ se realizd mediante ensayos de PCR en tiempo real con
sondas TagMan® especie especificas disefiadas para hibridar
con un segmento del gen ARNr 16S de M. haemocanis y ‘Ca.
M. haematoparvum'’. (¥ Se us¢ agua libre de nucleasas como
control negativo de la reaccion y como control positivo 5 pl
de ADN sintético generado mediante la tecnologia GeneArt®
(ThermoFisher Scientific, Regensburg, Alemania), que contie-
ne un fragmento del gen ARNr 16S.

Secuenciacidn y analisis de los fragmentos
amplificados

Para confirmar los resultados obtenidos en los ensayos
de PCR en tiempo real se seleccionaron al azar muestras
positivas a M. haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ y se
emplearon ensayos de PCR en punto final con los cebadores
descritos por Wengi et al. " Los productos amplificados con
la talla esperada se purificaron con el juego de reactivos QIA-
quick® PCR Purification Kit (QIAGEN®, Valencia, CA, EE. UU.).
Los amplicones purificados se enviaron a Microsynth AG (Bal-
gach, Suiza) para su secuenciacion de forma directa por el
meétodo Sanger, con los mismos cebadores utilizados para la
amplificacién de los fragmentos del gen ARNr 16S.

Las secuencias del gen ARNr 16S obtenidas para M. hae-
mocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ se depositaron en la base
de datos GenBank con los nimeros de acceso MZ221166-
MZ221174 y MZ221175-MZ221181, respectivamente.

Analisis filogenético

El andlisis filogenético se realizd basado en las secuen-
cias obtenidas del gen ARNr 16S, empleando el algoritmo
ClustalW con el programa MAFFT version v.7. @9 El método
de maxima verosimilitud se selecciond para construir el arbol
filogenético con la mejor topologia posible, y las matrices de
distancia para las secuencias alineadas se calcularon por el
modelo paramétrico Tamura-3, @Y que mostro los valores mi-
nimos de cAIC y BIC. La secuencia del gen ARNr 16S de My-
coplasma pneumoniae (AF132740) se utilizé como outgroup.
La representacion grafica y edicion del arbol filogenético se
realizé con el programa TreeDyn version v.198.3.

Andlisis epidemiolégico

Para el andlisis epidemioldgico las muestras de perros
se clasificaron segun su origen (perros con duefios y perros
vagabundos). En el caso de los perros con duefio se aplico
un cuestionario semiestructurado, donde se recogié informa-
cion sobre el sexo, la edad, la definicion racial; la infestacion
por garrapatas; la convivencia con otras especies animales y
el tratamiento acaricida. Ninguno de los perros muestreados
tenia antecedentes de viajes fuera de Cuba, ni estaba esple-
nectomizado.

Analisis estadistico

Se confecciond una base de datos en Microsoft® Excel
2019 (Microsoft Corporation, Redmond, WA). Se procedié al
calculo de frecuencia de presentacion para M. haemocanis y
‘Ca. M. haematoparvum’' con un IC de 95 %. La prueba exacta
de Fisher se empled para determinar diferencias significati-
vas entre las frecuencias de presentacion de M. haemocanis 'y
‘Ca. M. haematoparvum'.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el len-
guaje de programacion R version 4.0.2 (R Core Team, 2021),
conjuntamente con los paquetes prevalence version 0.4.0
para calculos de prevalencia y sjstats version 0.17.5 para reali-
zar la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

RESULTADOS

En las 80 muestras el ADN extraido estaba libre de inhi-
bidores, segun lo determinado por el PCR GAPDH (valor de
Ct < 22). En general 53 de los 80 animales evaluados (66,2 %;
IC 95 %: 55,3 %-75,7 %) fueron PCR positivos para hemoplas-
mas bovinos. Los 53 animales fueron positivos para M. wen-
yonii (66,2 %; 1C 95 %: 55,3 %-75,7 %) y 33 de los 80 fueron po-
sitivos para Ca. M. haemobos (41,2 %; IC 95 %: 31,1%-52,2 %).

De los animales PCR-positivos 33 estaban coinfectados
con M. wenyoniiy ‘Ca. M. haemobos’; 20 fueron positivos solo
para M. wenyonii y ninguno de estos animales fue positivo
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solo para ‘Ca. M. haemobos'. Entre los 41 bovinos, 26 (63,4 %;
IC 95 %: 48,0 %-76,4 %) y 18 (43,9 %; IC 95 %: 29,8 %-59,0 %)
animales mostraron resultados positivos para M. wenyonii'y
‘Ca. M. haemobos’, respectivamente. Se detectaron coinfec-
ciones en 18 de los 41 bovinos (43,9%; IC 95 %: 29,8-59,0 %);
8 dieron positivos solo para M. wenyonii y ninguno fue positivo
solo para ‘Ca. M. haemobos’. De los 39 bufalos, 27 (69,2 %;
IC 95 %: 53,5%-81,4 %) y 15 (38,5 %; IC 95 %: 24,9 %-54,2 %)
animales mostraron resultados positivos para M. wenyonii'y
‘Ca. M. haemobos’ respectivamente.

Se detectaron coinfecciones en 15 de las 39 (38,5 %;
IC 95 %: 24,9 %-54,2 %) muestras de bufalo, 12 resultaron po-
sitivas solo para M. wenyonii y ninguna fue positiva solo para
‘Ca. M. haemobos’. No hubo diferencias significativas en la
prevalencia total de hemoplasma o en el porcentaje de mues-
tras positivas simples o coinfectadas en bovinos en compara-
cién con los bufalos.

Los animales que tenian 1 afio de edad o mas se infecta-
ron significativamente mas frecuentemente con M. wenyonii
0 'Ca. M. haemobos’ en comparacién con animales de menos
de 1 afio de edad (prueba exacta de Fisher, P < 0,05); tanto en
el ganado bovino como en el bufalino. No hubo asociacion
entre el sexo de los animales y la prevalencia de especies de
hemoplasmas bovino (datos no mostrados).

Los bufalos sin infestacion por garrapatas se infectaron
significativamente mas frecuentemente con ‘Ca. M. haemo-
bos’ que los bufalo con garrapatas (prueba exacta de Fisher,
P <0,0001).

Fueron 99 % idénticas entre si 2 secuencias del gen ARNr
16S designadas como BovMw31 y BufMw03 (GenBank:
MG948624 y MG948626, respectivamente) y exhibieron >
99 % de identidad con la cepa Massachusetts de M. wenyo-
nii (GenBank: CP003703). Las otras 2 secuencias (BovCMh-
bos61 y BufCMhbos01) (GenBank: MG948628 y MG948631,
respectivamente) fueron 99 % idénticas entre si'y exhibieron >
99 % de identidad con los clones 307 y 311 de ‘Ca. M. haemo-
bos’ derivados de vacas infectadas en Suiza.

El arbol filogenético basado en las secuencias del gen
ARNr 16S confirmé la estrecha relacion evolutiva entre los
aislados cubanos de M. wenyonii (BovMw31 y BufMwQ03) y
otros aislados de China y EE. UU. Los aislados cubanos de
‘Ca. M. haemobos’ (BovCMhbos61 y BufCMhbos01) se agru-
paron con aislados reportados de China, Japon, Alemania y
Suiza, que formaron un grupo separado de los aislados de M.
wenyonii, junto con M. haemocanis y M. haemofelis como fue
descrito con anterioridad.

Se examinaron 391 perros [151/391 (38,6 1%) hembras
y 160/391 (40,10 %) machos]; no fue posible obtener la infor-
macion referente al sexo de 80 de los 391 (20,46 %) perros,
por lo que se categorizaron como animales de sexo descono-
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cido; 55 de los 391 (14,06 %) perros tenian edades compren-
didas entre 0 afios y 1,5 afios; 121 de los 391 (30,94 %) perros
estaban entre 1,5 afios y 7 afios; 28/391 (7,16 %) canes resul-
taron ser mayores de 7 afios; 187 de los 391 (47,82 %) perros
tenfan edad desconocida (183 perros vagabundos y 4 perros
con duefio. A la exploracién clinica 110 de los 391 (28,13 %)
canes se encontraron infestados por garrapatas de diferente
sexo y estadio de desarrollo.

Clasificacion taxonémica de las garrapatas
colectadas

A la exploracion clinica se encontré que 110 de los
391 perros (28,13 %) estaban infestados con garrapatas. Se
colectaron un total de 780 garrapatas (363 hembras, 396
machos y 21 ninfas). De los perros vagabundos 91 de los
183 se encontraron infestados con garrapatas (667 garrapa-
tas), mientras que 19 de los 208 perros con duefio estaban
infestados (113 garrapatas). Todas las garrapatas colectadas
se identificaron morfolégicamente como Rhipicephalus san-
guineus sensu lato.

Deteccion molecular de M. haemocanis y
‘Ca. Mycoplasma haematoparvum’

En todas las muestras de ADN procedentes de sangre de
perros y garrapatas se encontré cantidad suficiente de mate-
rial genético y ausencia de inhibidores para la prueba PCR. La
deteccion molecular con los ensayos de PCR en tiempo real
(especie-especificos) basados en el gen ARNr 16S encontro
70 de los 391 (17,9 %) perros positivos, para al menos una
especie de hemoplasmas caninos. Se detecto la presencia de
M. haemocanis en 53 de las 391 (13,55 %) muestras, ‘Ca. M.
haematoparvum’en 11 de las 391 (2,81 %) muestras y en 6 de
las 391 (1,53 %) muestras se encontraron coinfecciones con
ambos hemoplasmas caninos. Ninguna de las muestras de
garrapatas que se analizaron resultd positiva a la presencia
de M. haemocanis o ‘Ca. M. haematoparvum’.

Secuenciacion de genes y analisis filogenético

Se seleccionaron 16 muestras positivas para la secuen-
ciacion de un fragmento aproximado de 1200 pb del gen ARNr
16S, que resulto en la seleccion de 9 y 7 muestras positivas
a M. haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’, respectivamen-
te. El tamafo de los fragmentos del gen ARNr 16S, una vez
empalmadas y editadas las secuencias, fue de 1230 pb y
1253 pb para M. haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’, res-
pectivamente. El andlisis de las secuencias de M. haemocanis
através del algoritmo BLAST mostro entre 99,84 % a 100 % de
identidad entre las secuencias obtenidas, asi como > 99 % de
identidad con secuencias del gen ARNr 16S de aislados de re-
ferencia de Italia (GQ129119), Japon (AB848714) y los EE. UU
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(CP003199) depositados en el GenBank. En el caso de ‘Ca. M.
haematoparvum'’ las secuencias obtenidas mostraron entre
99,68 % a 100 % de identidad entre ellas, asi como > 99 % de
identidad con secuencias de aislados de diferentes regiones
del mundo depositadas en el GenBank, que incluyen Espafia
(GQ129114), Italia (GQ129112),y los EE. UU (AY383241).

En el presente estudio el andlisis de las secuencias ob-
tenidas confirmd en cada caso la deteccion molecular de M.
haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ realizado por PCR en
tiempo real, ya que corresponden a la talla esperada del frag-
mento del gen ARNr 16S, y presentan elevados porcientos de
identidad con secuencias de aislados de referencia deposita-
das en el GenBank. Este hallazgo constituye el primer reporte
molecular de la ocurrencia de infecciones causadas por M.
haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ en perros de Cuba.

El alineamiento de las 9 secuencias del gen ARNr 16S ob-
tenidas para M. haemocanis con el aislado de referencia lli-
nois (CP003199) mostro la presencia de 5 haplotipos diferen-
tes, resultado de la ocurrencia de 6 mutaciones puntuales del
tipo transicion (2 CxT, 3 GxA) y transversion (1 GxT), localiza-
das en 4 posiciones nucleotidicas variables. Mientras que al
alinear las 7 secuencias obtenidas para ‘Ca. M. haematopar-
vum’ con un aislado de referencia de Espafia (GQ129114) se
encontro la presencia de 4 haplotipos diferentes, resultado de
la ocurrencia de 20 mutaciones puntuales del tipo transicion
(7 CxT, 11 GxA, 2 TxC), localizadas en 4 posiciones nucleo-
tidicas variables. Durante el andlisis de las secuencias géni-
cas ARNr 16S de ‘Ca. M. haematoparvum'’ se encontré que el
haplotipo CuPSD151 (MZ221179) mostrd 100 % de identidad
con un aislado de Granada (KF366443), que se asocié con
casos de exposicidon zoondtica en profesionales de salud ve-
terinaria e individuos con estrecho contacto ocupacional con
animales y artrépodos vectores. ?? Este hallazgo evidencia la
circulacion de un genotipo comun de ‘Ca. M. haematoparvum'’
con potencial zoonotico entre las Antillas mayores y meno-
res en la region del Caribe. Sin embargo, los resultados de-
ben ser interpretados con cautela y se recomiendan estudios
adicionales que permitan la diferenciacion de estos aislados,
principalmente dirigidos a la caracterizacion molecular con el
empleo de otros marcadores moleculares tales como los ge-
nes rpB, gapA, y dnaK.

El arbol filogenético confirma la relacién entre las secuen-
cias obtenidas para M. haemocanis y ‘Ca. M. haematopar-
vum’, cuando se comparan con otras registradas en las bases
de datos GenBank. El analisis filogenético de los hemoplas-
mas caninos basado en el gen ARNr 16S, mostré el agrupa-
miento de los haplotipos de M. haemocanis dentro del clado
correspondiente a Mycoplasma haemofelis, mientras que los

haplotipos de ‘Ca. M. haematoparvum’ se agruparon en el cla-
do de ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, como se ha
descrito previamente por Hicks et al. @

Andlisis de los factores de riesgo asociados a la
infeccion por hemoplasmas

El andlisis estadistico mostré una asociacion significativa
entre las variables origen, raza y presencia de garrapatas con
la infeccién por Mycoplasma haemocanis y ‘Candidatus Myco-
plasma haematoparvum’ en perros de La Habana. Resultados
similares encontraron Aktas y Ozubek @4 quienes realizaron
un estudio para evaluar la frecuencia de presentacion de
estos hemoplasmas caninos en perros aparentemente
sanos de 9 provincias de Turquia e identificar los factores
de riesgos potenciales asociados a la infeccion con estos
agentes patogenos.

Al analizar el factor raza se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los perros mestizos y perros de raza y la in-
feccién con hemoplasmas caninos. La infeccion con hemo-
plasmas resultd 1,87 veces superior en perros mestizos que
en los perros de raza pura. Resultados similares obtuvieron
Novacco et al. ® quienes analizaron perros con duefio y pe-
rros que se encontraban en perreras, y describieron la raza
como factor de riesgo para la infeccion por hemoplasma, al
encontrar que la mayoria de los perros mestizos en su estudio
fueron positivos a la infeccion.

Aungue las vias de transmision no estan claramente de-
finidas, se sospecha que la transmisién de los hemoplasmas
caninos se realiza a través de artropodos vectores como pul-
gas y garrapatas; sin embargo, el papel real de los ectopara-
sitos como vectores competentes de M. haemocanis y ‘Ca.
M. haematoparvum’ permanece por definir. @® En el presente
estudio, aunque ninguna de las muestras de garrapatas que
se analizaron fue positiva por PCR a la infeccion por mico-
plasmas hemotroépicos, de los 110 animales con infestacion
por garrapatas, 27 animales (24,55 %) fueron positivos por
PCR, resultando significativo la asociacion de la infeccion por
hemoplasmay la presencia de garrapatas, como ha sido des-
crito previamente en estudios publicados de infecciones por
hemoplasmas caninos en Brasil @y Espafia.

La Unica especie de garrapatas que se identific en el pre-
sente estudio fue R. sanguineus s.l., la cual es la especie que se
describe experimentalmente como el vector para M. haemoca-
nis. @ En el drea en estudio la importancia de R. sanguineus s.!.
en la epidemiologia de la infeccién con M. haemocanis y ‘Ca. M.
haematoparvum’ permanece incierta, por lo que se necesita rea-
lizar otras investigaciones para determinar las rutas de transmi-
sion de los hemoplasmas a perros de Cuba, incluyendo el papel
como vector de R. sanguineus s.I. y otros artrépodos vectores.
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DISCUSION

El presente estudio proporciona la primera evidencia
molecular de la presencia de infecciones por micoplasmas
hemotropicos en ganado bovino y bufalino en Cuba y en la
region del Caribe. La infeccion con M. wenyonii fue predomi-
nante en ambas especies, mientras que ‘Ca. M. haemobos’
se detectd con menor frecuencia y siempre en coinfeccion
con M. wenyonii. Hofmann-Lehmann et al. ® fueron los pri-
meros en informar infecciones por hemoplasma en ganado
que presentd infecciones concurrentes con otros patdégenos
transmitidos por vectores, durante un brote de anemia hemo-
litica mortal en un rebafio de ganado suizo. En un estudio de
seguimiento Meli et al. ") describieron en el ganado suizo una
mayor prevalencia de M. wenyonii (63,5 %) en comparacién
con ‘Ca. M. haemobos’ (49,6 %) y 42,9 % de coinfecciones.

En Brasil las encuestas epidemiologicas realizadas por
Girotto et al. (30) y Witter et al. © informaron tasas de preva-
lencia de ‘Ca. M. haemobos’ en ganado lechero de 60,9 % y
64,2 %, respectivamente. Los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio sugieren que estos patdégenos estan muy ex-
tendidos en los rebafios de ganado bovino y bufalino de Cuba,
con patrones similares a los de otras regiones del mundo.

Los datos epidemioldgicos sobre M. wenyonii y ‘Ca. M.
haemobos’ en la region del Caribe son escasos o inexistentes,
con solo unos pocos estudios en Cuba realizados hace casi
30 afios. Una situacion similar se encuentra en el continente
americano, donde algunos estudios realizados en el norte y
sur de Brasil reportan tasas de infeccion similares a las de
Europa y Asia. (9%

En el presente estudio el ganado bovino y bufalino que te-
nian 1 afio o mas, mostraron un mayor riesgo de infeccion por
hemoplasma bovino que los menores de 1 afio. De acuerdo
con estos resultados, Tagawa et al. ¢ informaron una ma-
yor prevalencia de infecciones por M. wenyonii en ganado
japonés de 1 afo a 3 afios en comparacion con animales
mas jovenes.

En el presente estudio ambas especies se encontraron in-
festadas con garrapatas R. microplus s.I., aunque se encontro
una mayor prevalencia y nivel de infestacién en el bovino que
en el bufalo. Sajid et al. ¢4 describieron que la mayor suscep-
tibilidad del huésped a la infestacion por garrapatas encon-
trada en el bovino se debe a la piel mas delgada y su habitat
seco en comparacion con la piel mas gruesa y los habitats
pantanosos del bufalo.

Teniendo en cuenta que la Unica especie de garrapata
identificada en el presente estudio fue R. microplus, que se
distribuye ampliamente en Cuba, y la resistencia del bufalo a
la infestacion por garrapatas, consideramos que otros vecto-
res o modos de transmision podrian estar involucrados en la
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aparicion de M. wenyonii y Ca. M. haemobos en la region es-
tudiada; sin embargo, esta observacion necesita mas inves-
tigacion. El presente estudio constituye la primera evidencia
molecular de infecciones por M. wenyoniiy Ca. M. haemobos
en ganado bovino y bufalino de Cuba y en la regién del Ca-
ribe. Estos resultados indican una amplia distribucion de in-
fecciones por hemoplasma bovino en ganado bovino lechero
y rebafios de bufalos en la region estudiada. Los resultados
proporcionan nueva informacion sobre la biodiversidad de los
patdgenos transmitidos por vectores en el ganado lechero y
la poblacion de bufalos en Cuba.

Por otra parte, el presente estudio proporciona la primera
evidencia molecular de infecciones por M. haemocanis y ‘Ca.
M. haematoparvum'’ en perros de Cuba. La frecuencia de pre-
sentacion encontrada es similar a las frecuencias descritas
en estudios previos realizados en diferentes regiones geogra-
ficas del mundo. Kenny et al,, ®9 en el sur de Francia, identifi-
caron 71 (15,4 %) de los 460 perros infectados con hemoplas-
mas. Asimismo, Roura et al. ?® obtuvieron una frecuencia de
presentacion de la infeccion por hemoplasmas caninos de
14,3 % (26/182) en Espafia. En esta investigacion se encon-
tré la presencia de M. haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’
en 59 (15,09 %) y 17 (4,35 %) de las muestras de perros res-
pectivamente.

Los analisis filogenéticos de las especies M. haemocanis
y ‘Ca. M. haematoparvum’ de Cuba basados en los genes del
ARNr 16S revelaron una baja variabilidad genética entre los
aislados. Ademas, se encontré una alta identidad genética
cuando los hemoplasmas caninos de Cuba se compararon
con los de todo el mundo. Esto ultimo impidi¢ determinar el
origen geografico de los nuevos aislados reportados. El arbol
filogenético mostré que los aislados de hemoplasma canino
aqui descritos se agrupan en 2 clados distintos con especies
de hemoplasma estrechamente relacionadas, incluyendo un
clado que comprende M. haemocanis y Mycoplasma haemo-
felis, mientras que el otro formado por ‘Ca. M. haematopar-
vum'y ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’.

Curiosamente el analisis de la secuencia del ‘Ca. M. hae-
matoparvum’ de longitud casi completa del gen 16S rRNA
reveld que uno de los haplotipos derivados de este estudio
era 100 % (MZ221179) idéntico a un haplotipo aislado de un
paciente humano en Granada (KF366443), que se asocio a la
exposicion de profesionales veterinarios debido al contacto
estrecho con artrépodos vectores y animales. ?? Este hallaz-
go en Cuba vy las islas caribefias vecinas sugiere la necesi-
dad de conocer sobre el potencial riesgo zoondtico de ‘Ca. M.
haematoparvum’, ya que los perros de compafiia estan en es-
trecho contacto con los humanos, por lo que recomendamos
que se realicen mas estudios filogenéticos, basandose en el
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gen de la RNasa P (rmpB) y en los genes no ribosomales
como gapA y dnak.

En esta investigacion, la infeccion por hemoplasmas fue
significativamente mas alta en los perros vagabundos que en
los perros con duefio, lo que coincide con estudios previos
en Turquia, (36) Espafia (28) y Suiza. (25) El nimero de pe-
rros vagabundos infectados con hemoplasma fue 4,98 veces
mayor que los perros con duefio positivos. Este hallazgo es
consistente con el hecho de que los perros vagabundos, que
deambulan libremente, incrementan el riesgo de exposicion
a hemoparasitos como los hemoplasmas, ya sea por trans-
mision directa o a través de artropodos vectores como las
garrapatas. @9

En concordancia con el andlisis de factores de riesgo
realizado por Roura et al.,, ®® en este estudio no se encontrd
asociacion entre la edad, el sexo y la infeccion por hemoplas-
mas. A diferencia de los resultados que se obtuvieron en esta
investigacion, donde no se encontré asociacion entre la edad
y la positividad a hemoplasmas, en un estudio realizado por
Novacco et al., ® donde analizaron perros de Espafia, Italia y
Portugal determinaron que los perros positivos por PCR fue-
ron significativamente mas jovenes que los perros con PCR
negativos.

Conclusiones

El presente estudio constituye la primera evidencia mole-
cular de infecciones por M. wenyonii y ‘Ca. M. haemobos’ en
ganado bovino y bufalino de Cuba y el Caribe y proporciona
nueva informacion sobre la biodiversidad de patégenos trans-
mitidos por vectores en ganado bovino y bufalino en Cuba.
Constituyen ademas la primera evidencia molecular de M.
haemocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ en perros de Cuba y
amplia los conocimientos sobre la distribucién de las infec-
ciones caninas por hemoplasma e informa, por primera vez,
de los factores de riesgo asociados a la aparicion de M. hae-
mocanis y ‘Ca. M. haematoparvum’ en Cuba y la presencia
de un haplotipo con potencial zoonético. A partir de estos re-
sultados se demuestra la necesidad de estudios adicionales
para conocer la patogenicidad y la epidemiologia de estos he-
moplasmas, asi como para evaluar el impacto de los mismos
en la industria ganadera en Cuba.
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