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Resumen

Los hemoparasitos se pueden transmitir a través de vectores artropodos y reservorios,
pudiendo causar en los individuos enfermedad leve o grave. El objetivo del estudio fue
detectar e identificar dos hemoparasitos en perros domésticos, Borrelia spp. y Mycoplasma
spp., en muestras de sangre en diferentes zonas rurales del Ecuador. La recoleccién de
muestras se realizd en Manabi, Esmeraldas, Pichincha, Santo Domingo de los Tsachilas y
Orellana. Un total de 187 muestras fueron obtenidas. El analisis de un fragmento del gen 16S
rRNA se realizé para ambos hemoparasitos. El andlisis de Borrelia spp. se hizo mediante PCR
convencional. Para Mycoplasma spp. se utiliz6 qPCR con SYBR GREEN, y la tecnologia de
secuenciamiento Oxford Nanopore para la identificacién de especies. Los resultados de
Borrelia spp. fueron negativos. En el Ecuador no hay reportes sobre dicha bacteria, a pesar de
la amplia distribucion de garrapatas en la zona. Mientras que, en Mycoplasma spp. hubo 9
muestras positivas en perros, identificadas por secuenciamiento como Mycoplasma
haemocanis; también se incluyd una muestra de gato identificada como Candidatus
Mycoplasma haemominutum. Ambas especies tienen una distribucién mundial. La falta de
informacién en Ecuador debe impulsar mas este tipo de investigaciones, ya que el cambio
climatico y la deforestacidn afectan a la distribucidn de garrapatas y reservorios, pudiendo ser
un problema de salud publica a largo plazo por el riesgo zoondtico demostrado en ellos.

Palabras clave: HEMOPARASITOS, VECTOR, RESERVORIO, PERROS, Borrelia,

Mycoplasma



Abstract

Hemoparasites can be transmitted by arthropod vectors and reservoirs and can cause mild or
severe disease in individuals. The objective of the study was to detect and identify two
hemoparasites in domestic dogs, Borrelia spp. and Mycoplasma spp. in blood samples from
different rural areas of Ecuador. Samples were collected in Manabi, Esmeraldas, Pichincha,
Santo Domingo de los Tsachilas and Orellana. A total of 187 samples were obtained. The
analysis of a fragment of the 16S rRNA gene was performed for both hemoparasites. The
analysis of Borrelia spp. was performed by conventional PCR. For Mycoplasma spp. was
performed by qPCR with SYBR GREEN, and Oxford Nanopore sequencing technology was used
for species identification. The results for Borrelia spp. were negative. There are no reports of
this bacterium in Ecuador, despite the wide distribution of ticks in the area. Meanwhile, in
Mycoplasma spp. there were 9 positive samples in dogs, identified by sequencing as
Mycoplasma haemocanis; a cat sample identified as Candidatus Mycoplasma haemominutum
was also included. Both species have a worldwide distribution. The lack of information in
Ecuador should encourage this type of research, since the distribution of ticks and reservoirs
is affected by climate change and deforestation and could become a public health problem in

the long term due to the zoonotic risk that has been demonstrated in them.

Key words: HEMOPARASITES, VECTOR, RESERVOIR, DOGS, Borrelia, Mycoplasma
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CAPITULO I: ANTECEDENTES Y GENERALIDADES

Los parasitos sanguineos o hemopardsitos constituyen un grupo de organismos
patégenos que incluyen bacterias y eucariotas; se transmiten a los seres humanos y animales
a través de vectores artropodos, y horizontalmente por individuos infectados y reservorios.
Su presencia produce alteraciones sanguineas importantes y otras afecciones sistémicas. La
enfermedad causada por estos agentes tiene importantes consecuencias para la salud publica,
como altas tasas de mortalidad y discapacidad, pérdidas econémicas tanto en humanos como
animales, asi como impacto sobre poblaciones de animales de vida silvestre (Robinson et al.,

2015; Rodriguez et al., 2019).

La propagacion de hemopardsitos transmitidos por artropodos esta relacionada con
su distribucidon geografica, la cual esta directamente influenciada por factores ambientales
gue incluyen cambios de temperatura y precipitaciones; ademas, el habitat, la ecologia del
hospedero y la intervencién humana también son considerados factores de riesgo. Todos

estos aumentan o disminuyen su ritmo de propagacién (Robinson et al., 2015).

Los hemoparasitos que dependen de vectores para su transmisidon logran adaptarse
tanto a la biologia del hospedador (vertebrado o invertebrado), lo que involucra complejos
sistemas en el ciclo de vida para lograr mantenerse. Por ejemplo, las garrapatas encuentran
grandes oportunidades de alimentacién en diferentes mamiferos, desempeiiando un papel

importante en la biologia de agentes infecciosos (Mlera & Bloom, 2018).
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Los hospedadores vertebrados accidentales pueden funcionar como reservorios de
varios hemoparasitos, lo que los convierte en protagonistas importantes en su transmisién
(Mlera & Bloom, 2018). Los reservorios son considerados como sistemas ecoldgicos, en los
cuales un agente infeccioso sobrevive indefinidamente (Ashford, 2003). Adicionalmente,
juegan un papel importante al hospedar hemoparasitos y transmitirlos entre animales
(epizootias) y hacia humanos (zoonosis) (Uribe etal.,, 2017). La asociaciéon reservorio-
hospedador puede actuar como potenciador en la diversificacién de las especies y la

distribucién espacial de poblaciones (Margos et al., 2019).

Existe una gran diversidad de hemoparasitos, entre ellos estdn especies de Babesia
spp., Anaplasma spp., Borrelia spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma spp., Leishmania spp., entre
otros (Rodriguez et al., 2000). A continuacidn, se describe la biologia y ciclo de transmisién de
dos géneros de hemoparasitos bacterianos que producen enfermedad en perros: Borrelia spp.

y Mycoplasma spp.

Género Borrelia
Biologia

Borrelia es un género de bacteria gramnegativa, pertenecen al orden de los
Spirochaetales por su forma helicoidal y motilidad (Barbour & Hayes, 1986). Una membrana
externa rodea al cilindro protoplasmico conformado por el citoplasma, membrana celular
interna y peptidoglicano. Consta de varios flagelos que rodean al cilindro de la bacteria, son
lo bastante largos para superponerse de un extremo al otro, estos varian en longitud (8 a

30um) didmetro y tension (Charon et al., 2009). Las especies de Borrelia tienen capacidad para
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evadir al sistema inmune, por la variable antigénica que se produce gracias al gen VIsE, la cual
interviene en el cambio de epitope, principalmente en borrelias causantes de enfermedad de
Lyme (Smith et al., 2014). Otra caracteristica distintiva es la estrecha relacidn que tiene entre
parasito-vector, por ejemplo, Ornithodoros hermsii transmite B. hermsii, y no tiene la

capacidad de transmitir otra Borrelia spp. (Cutler et al., 2008; El-Bahnsawy et al., 2012).

Clasificacion de Borrelia spp.

El género Borrelia se ha dividido en dos grandes grupos: los agentes causantes de
enfermedad de Lyme y los agentes causantes de fiebre recurrente (Adeolu & Gupta, 2014).
De acuerdo al tipo de enfermedad que causa el artrépodo involucrado y la especie a la que
afecta, se las ha agrupado en:

a. Transmitidas por garrapatas duras (Familia: Ixodidae), causante de
enfermedad de Lyme (LD — siglas en inglés). Pertenecen a este grupo el
complejo de B. burgdorferi sensu lato (Nakao et al., 2021).

b. Transmitidas por garrapatas blandas (Familia: Argasidae), causantes de fiebre
recurrente (STRF —siglas en inglés). Pertenecen a este grupo B. hermsii y B.
hispanica, por ejemplo (ElI-Bahnsawy et al., 2012).

c¢. Transmitidas por garrapatas duras (Familia: Ixodidae), causante de fiebre
recurrente (HTRF — siglas en inglés). Pertenecen a este grupo B. theileriy B.
miyamotoi, por ejemplo (El-Bahnsawy et al., 2012).

d. Transmitida por piojos (Pediculus humanus), causante de fiebre recurrente
(LBRF —siglas en inglés). B. recurrentis, es |la Unica especie identificada (Schwan,

1996).
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e. Transmitidas a reptiles, equidna y probablemente aves (REP —siglas en inglés)

(Lopez et al., 2010; Nakao et al., 2021).

Aspectos generales de la enfermedad

En la enfermedad de Lyme una manifestacion tipica es el eritema migrans, se observa
artritis, radiculitis, meningitis, problemas cardiacos. Debido a que ninguna de estas
manifestaciones es especifica de la enfermedad se requieren pruebas diagndsticas para
determinar el agente causal. Se suele utilizar serologia para busqueda de anticuerpos (Portillo
et al,, 2014).

En el caso de la fiebre recurrente se caracteriza por la fiebre subita, dolor de cabeza,
sudoracion, escalofrios, dolor muscular y articular, decaimiento y debilidad. Podria haber
otras manifestaciones en piel como petequias, ictericia tos y epistaxis. Debido a su
sintomatologia generalizada se podria confundir con cualquier enfermedad febril. El
diagndstico se realiza a través de frotis sanguineo con tincién Giemsa o Wright, visualizacién
de espiroquetas en campo oscuro o microscopio en frotis de sangre periférica. También
existen antigenos especificos para el diagndstico seroldgico y PCR (Sotelo & Valencia, 2012;

Cutler, 2015).

El estudio del género Borrelia en perros ha adquirido mayor relevancia, ya que son
considerados como centinelas del complejo B. burgdorferi sensu lato (Margos et al., 2020), y
un indicador epidemioldgico sobre nuevos brotes en personas (Solis et al., 2018). En Estados

Unidos se han reportado casos de perros con fiebre recurrente causada por B. turicatae, el
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diagnéstico fue realizado mediante PCR, ya que en algunos casos hubo falsos positivos en

pruebas serolégicas para anticuerpos contra B. burgdorferi (Piccione et al., 2016).

Borrelia spp. se encuentra entre los parasitos bacterianos mas extendidos transmitidos
por vectores (Barbour, 2005). Cabe recalcar que la especificidad del patégeno con el
artropodo no es igual a nivel de vertebrados, pudiendo encontrarse la misma especie de
bacteria en diferentes animales reservorios. A pesar de ello, hay pocos estudios realizados en
América Latina, lo que ha influido en el conocimiento de las enfermedades causadas por
Borrelia spp. De esto se deriva la importancia de continuar con esfuerzos para afrontar esta
problematica, pues la variedad de especies de garrapatas en la regién crea un ambiente

propicio para la transmisién y desarrollo de enfermedades (Schwan et al., 2002).

Género Mycoplasma

Biologia

El género Mycoplasma pertenece a la clase Mollicutes, poseen caracteristicas muy distintivas
de otras bacterias, como carecer de pared celular, son los organismos autoreplicantes mas
pequefios, su genoma puede ser de 0,58 mb (M. genitalium) a 1 mb (M. pneumonie) en
comparacion con 4639 mb de Escherichia coli (Pollack et al., 1997). La membrana de los
micoplasmas estd compuesta por colesterol, el cual adquieren del ambiente en donde se
establecen, ya que carecen de los genes que permiten su biosintesis; lo utilizan también para

funciones de crecimiento (Ramires & Higuchi, 2002).
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La membrana celular tiene compuestos proteicos, lipoproteina, glicolipidos vy
lipoglucanos (Sirand-Pugnet et al., 2007), que constituyen un papel esencial en la hidrofobia
de la membrana (Razin et al., 1998). Contienen lo esencial para la replicacién: membrana
plasmatica, ribosomas y un cromosoma (Shmuel, 1996, Tasker et al., 2003). El genoma de
Mycoplasma spp., debido a su naturaleza parasitica, posee un niumero significativo de genes

para adhesinas y antigenos variables para evasién del sistema inmune (Razin & Hayflick, 2010).

Los micoplasmas evolucionaron a partir de bacterias grampositivas y se encuentran
mas filogenéticamente relacionados con los clostridios, especificamente Clostridium

innocuum y C. ramosum (Krass & Gardner, 1973; Woese et al., 1980).

Clasificacion de Mycoplasma spp.

La clasificacién de Mycoplasma spp. esta dada por su filogenia, se divide en 5 grupos
(Peters et al., 2008):
a. Grupo Spiroplasma, estd estrechamente relacionado con el género
Spiroplasma perteneciente al orden Mollicutes. Pertenecen a este grupo las
bacterias M. capriculum y M. mycoides (CABI, 2019).
b. Grupo Hominis, este grupo estd relacionado con infecciones causadas en
humanos (M. hominis), aunque gracias a la filogenia se han sumado otros
micoplasmas que afectan a animales como M. bovis (Peters et al., 2008).
c. Grupo Pneumonie, pertenecen a este grupo M. pneumonie, estd
estrechamente relacionado con M. genitalium. Ambos causan infecciones

principalmente en humanos inmunocomprometidos (Rufo et al., 2021).
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d. Grupo Hemoplasma, pertenecen a este grupo los micoplasmas hemotrdpicos,
cuya caracteristica es el tropismo por los eritrocitos y pueden ser causantes de
anemia hemolitica. Su patogenicidad puede variar dependiendo de la especie.
Se divide en dos subgrupos: Haemoplasma y Haemoparvatum (Rufo et al.,

2021). La presente investigacion de hemoparasitos esta basada en este grupo.

Aspectos generales de enfermedad

Los hemoplasmas pueden causar anemia infecciosa en varias especies de mamiferos,
incluyendo animales de compafiia como perros y gatos, el diagndstico se da principalmente
por frotis sanguineo y el uso de PCR para confirmacion (Willi et al., 2009). Aunque es raro, se
ha comprobado su potencial zoonético, por ejemplo, M. haemofelis, fue aislado a partir de
sangre entera de una paciente diagnosticada con VIH, quién durante la convivencia diaria
recibia mordeduras y arafiazos de sus gatos (Pires dos Santos et al., 2008). Los micoplasmas
hemotrépicos han coevolucionado con sus hospederos especificos propiciando mecanismos
especializados de adaptacion, ademds su distribucion es cosmopolita (Chen etal., 2022;

Dawood et al., 2022).

En caninos, se han aislado principalmente M. haemocanis y Candidatus M.
haematoparvum, causantes de anemia en animales inmunocomprometidos. Esta especie ha
sido documentada alrededor del mundo en Europa, Reino Unido y Norteamérica (Chalker,
2005; Huggins et al., 2023). En los ultimos afios ha aumentado el interés por el estudio de
hemoplasmas en caninos, no es comun su busqueda como causa de infeccion. La falta de

conocimiento podria ser uno de los factores que contribuyan con este hecho (Chalker, 2005).
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Se ha asociado su presencia en animales en hacinamiento como perreras y animales mayores,
aunque se pueden encontrar clinicamente sanos (Novacco et al., 2010). Los hemoplasmas son

muy diversos y la identificacién de sus especies supone un desafio a las herramientas

moleculares (Willi et al., 2009).
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CAPITULO II: PROYECTO DE INVESTIGACION

Deteccion e identificacion de Borrelia spp. y Mycoplasma spp. en perros

domeésticos de varias comunidades rurales del Ecuador

El concepto de “One Health” es un modelo interdisciplinario que depende de la
colaboracién multiple a nivel local, nacional y global para lograr una salud dptima para los
seres humanos, los animales y el medio ambiente. Los hemoparasitos en este sentido juegan
un papel importante, al estar vinculados con este modelo (Hong et al., 2023). Los procesos
ecoepidemiolégicos permiten entrever la complejidad de las interacciones entre vectores,
reservorios y medio ambiente. Ya que los hemopardsitos desarrollan mecanismos que les
permiten adaptarse a su hospedador invertebrado (artréopodo) y vertebrado, al mismo tiempo
dependen del habitat donde se desarrollan para poder continuar con su ciclo biolégico (Mlera

& Bloom, 2018).

Alrededor del mundo los hallazgos en diferentes estudios sobre hemopardasitos en
perros revelan nueva informacidn sobre la epidemiologia de patdgenos transmitidos a través
de vectores y/o reservorios, estos seran utiles para el desarrollo de medidas eficientes que
permitan salvaguardar la salud y el bienestar de los animales de compafiia y sus propietarios
(Yin et al., 2023). A pesar de estos descubrimientos los esfuerzos por continuar con estudios
deben seguir, por ejemplo, los vectores artropodos de Borrelia spp. estdn bien documentados
en otros paises a nivel mundial, sin embargo, en el Ecuador ese no es el caso, aunque se ha
comenzado a construir una base de conocimiento para guiar la busqueda. No sucede lo mismo
con Mycoplasma spp. cuyos vectores y reservorios no han sido del todo establecidos,

habiendo solo indicios de posibles agentes involucrados como Rhipicephalus sanguineus, la
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garrapata marrén del perro y posibles reservorios en perros clinicamente sanos, roedores y
murciélagos (Novacco et al., 2010). Influye también en la dindmica de este tipo de estudios,
los hemoparasitos como agentes de enfermedades emergentes, ya que la distribucidn de los
vectores se ve afectada por los cambios climaticos favoreciendo su expansion hacia nuevos

nichos ecoldgicos (Zannou et al., 2021).

El estudio de vectores y reservorios de enfermedades hemoparasitarias en el Ecuador
puede llevar a un mejor conocimiento de la dindmica de las mismas. La falta de investigacién
siempre serd una ventana abierta hacia la incertidumbre epidemioldgica, lo cual puede
acarrear con el tiempo problemas de salud publica que pueden ser evitables. El objetivo del
presente estudio fue investigar la presencia de Borrelia spp. y Mycoplasma spp., en sangre
entera de perros domésticos recolectada en varias zonas rurales del pais. Este estudio resulta
relevante, debido a la poca informaciéon publicada sobre hemoparasitos en perros en el
Ecuador. Este podra servir como linea base de investigacion para determinar la prevalencia de

estas enfermedades y sus interacciones con los actores involucrados.

METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION
LUGAR RECOLECCION

Para la realizacidon de este estudio se tomaron muestras en diferentes localidades
rurales de varias provincias del Ecuador: Mindo en Pichincha, Parque Nacional Yasuni en
Orellana, Rocafuerte en Manabi, Las Peias en Esmeraldas, Cristo Vive en Santo Domingo y
una comunidad Kichwa ubicada en la ribera del Rio Napo. Adicionalmente, se analizaron

muestras positivas al test SNAP 4Dx Plus® para enfermedad de Lyme. Estas ultimas se
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colectaron en la ciudad de Quito, y se entregaron para su investigaciéon gracias a la
colaboracién de la Dra. Gabriela Chdvez, directora médica de LabVet Quito, cuyo laboratorio
se encarga del diagndstico veterinario a nivel privado. Todas las muestras fueron colectadas
gracias a la colaboracion de varios proyectos dirigidos por el Dr. Eduardo Diaz, Dra. Verdnica
Barragdn y Dr. Patricio Rojas, investigadores de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ).
Los animales muestreados fueron principalmente perros, sin embargo, también se logré
obtener muestras de gatos en Santo Domingo; bovinos en Manabi y Quinindé pertenecientes

a Esmeraldas; y una muestra de sangre de un ratén en Rocafuerte (Anexo B).

METODO DE RECOLECCION

El protocolo de recoleccién de muestras fue realizado bajo el permiso otorgado por el
CEDIA — USFQ. Las muestras de sangre entera fueron tomadas mediante punciéon venosa
cefdlica o yugular en perros y gatos, y de la vena coccigea en bovinos. Previamente se hizo
sujecién de los animales y se procedio a limpiar el drea para tomar la muestra en tubos con
anticoagulante EDTA, para conservar la sangre entera y realizar la extraccion. Las muestras se
mantuvieron en refrigeracién hasta ser transportadas al IM, donde se almacenaron a -20°C

hasta su procesamiento.

PRUEBAS MOLECULARES
EXTRACCION DE ADN

Las muestras se descongelaron y el ADN fue extraido con el kit comercial PureLink®

Genomic DNA de Invitrogen. Una vez extraido el material genético se almacend a -20°C.
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Amplificacion de un fragmento del gen B actina

Previo la estandarizacion de la PCR de Borrelia spp., y Mycoplasma spp., se realizé la
amplificacién de un fragmento del gen B actina, en el 10% de las muestras extraidas con el fin
de comprobar posibles inhibiciones por exceso o falta de ADN, o residuos de compuestos
como etanol, por ejemplo. El protocolo fue tomado de Hopwood et al (1999), se utilizé la

polimerasa GoTaq®. El fragmento de la secuencia fue de 390 pb.

Amplificacion de un fragmento del gen 16S rRNA de Borrelia spp.

Los primers utilizados para la amplificacién estan basados en el estudio de Lee et al.
(2019), el tamafio del amplicdn es de 354 pb. También, se realizé un alineamiento del gen 16S
rRNA de todas las especies de Borrelia spp. encontradas en el NCBI, para determinar si era
posible amplificar todas las especies transmitidas por garrapatas, y su capacidad para
discriminar entre especies. El protocolo se basd en las condiciones propuestas en el inserto
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, 2008). El control positivo fue gentilmente
proveido por el Dr. Nate Nieto, contenia ADN de B. burgdorferi. Los amplicones fueron

utilizados en todos los ensayos como control positivo.

Amplificacion de un fragmento del gen 16S rRNA de Mycoplasma spp.

La deteccién de Mycoplasma spp. fue realizada mediante gPCR, utilizando el reactivo
SYBR®Green, el protocolo se basoé en el estudio de Willi et al (2009). Para el control positivo

se utilizé una vacuna de M. gallinarum.

Identificacion de Mycoplasma spp.

Para la secuenciacién se tomaron los amplicones de las muestras positivas. El proceso

de secuenciamiento se realizé mediante la tecnologia Oxford Nanopore. El kit utilizado fue
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Ligation Sequencing SQK-LSK109, las muestras se cargaron en una MinlON Flowcell FLO-
MIN106. Todos los pasos se realizaron de acuerdo con las indicaciones del fabricante, excepto
el primer paso de purificacion, ya que la muestra contenia poco volumen en el tubo (<10ul),
por esta razon, este se realizd posteriormente. Para obtener los resultados, las lecturas de las

secuencias tardaron 24 horas en realizarse.

Las secuencias fueron demultiplexeadas usando el software Guppy y Porechop. Los
documentos FastQ se analizaron con el protocolo Amplicon Sorter, siguiendo el método
descrito por Vierstraete & Braeckman (2022), y generando una secuencia consenso en base a
similitud y tamafio. La construccion del drbol se hizo con el programa Mega, donde el modelo

de Kimura fue la base para el analisis.

RESULTADOS

Fueron obtenidas un total de 187 muestras sanguineas de caninos de todas las
localidades: Parque Nacional Yasuni (n=44), ribera del Rio Napo (n=52), Las Pefas (n=7),
Mindo (n=22), Rocafuerte (n=32), Santo Domingo (n=22) y Quito (LabVet) (n=3). Se lograron
obtener también muestras de bovinos en Rocafuerte (n=7) y Quinindé (n=25), y se muestred
sangre del corazdn de un ratén en Manabi. El analisis molecular de Mycoplasma spp. y
Borrelia spp. se hizo en todos los perros, gatos y el raton. Y en bovinos Unicamente de

Borrelia spp.

Los resultados del analisis de Borrelia spp. fueron negativos en todas las muestras. En

tanto que, la presencia de Mycoplasma spp. en perros con gPCR fue de 8.55 % (n=16/187) en
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caninos, de las cuales 12.5 % (n=2/16) pertenecen a Yasuni, 43.75 % (n=7/16) a Rocafuerte, el
18.75 % (n=3/16) a Las Pefias y el 25 % (n=4/16) a Mindo. También se obtuvo una muestra

positiva de gato (33.3 %; n=1/3) obtenida en Santo Domingo.

Después de obtener las muestras positivas, se hizo nuevamente una qPCR, para
obtener los amplicones que se usaron para la secuenciacion. De las 17 muestras positivas a
Mycoplasma spp, 10 dieron como resultado 3 especies identificadas como: M. haemofelis,
M. haemocanis y Candidatus M. haemominutum, esta Ultima en la muestra de gato (ANEXO
C). El temperatura de Melting en las muestras de perros fue de 73.5 °C, y en la muestra de

gato de 72.5 °C.

La filogenia revelé que los caninos P29, G79, G53, Sim, G78 y P33, se agrupan con
secuencias de M. haemofelis. La especie M. haemocanis es mas cercana a la muestra Kae, G48
y G49, sin embargo, también se agrupa como un ancestro de varias secuencias de
M. haemofelis. Se observa que, la muestra de gato se agrupa con Candidatus
M. haemominutum. Se utilizé a C. innocuum como outgroup (Tasker et al., 2003; Mongruel

et al., 2022).

DISCUSION

La presencia de parasitos sanguineos en perros domésticos es un tema poco conocido
en el Ecuador, aunque en la clinica veterinaria se encuentran frecuentemente, estos datos no

son validados por un ente regulador, por lo tanto, no son oficiales. Métodos como el frotis
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sanguineo y test rdpidos para deteccion de anticuerpos, son empleados con frecuencia por los

médicos veterinarios para el diagndstico de varios hemoparasitos.

En cuanto a Borrelia spp. se esperaba poder amplificar el fragmento del gen 16S rRNA
al menos en 3 muestras seropositivas al test SNAP 4Dx®, que detecta anticuerpos contra
B.burgdorferi. El fabricante del test indica que en 0,027% de muestras puede reaccionar en
todos los puntos del test debido a sustancias interferentes en la sangre del paciente (IDEXX,
s. f.). No se menciona la posibilidad de reacciones cruzadas con otros patégenos analizados
en el mismo. En el Ecuador se han realizado varias investigaciones con el test SNAP 4Dx®, en
las ciudades de Portoviejo, Manta y Guayaquil con resultados negativos (McCown et al., 2014;
Rivadeneira et al., 2021). De igual manera en Colombia, se encontraron dos investigaciones
con resultados similares (McCown et al., 2014; Bonilla-Aldana et al., 2022). Lo anterior indica
ausencia de anticuerpos frente a B. burgdorferi, asi lo corroboran los autores Liu et al (2018),
afirmando que la sensibilidad y la especificidad para la deteccién de B. burgdorferi, con el test

es mayor al 95% (IDEXX, 2022).

Esta especie se aisla con mayor probabilidad en sitios de mordida de la garrapata, por
tal motivo, se ha analizado la sensibilidad del PCR en muestras de tejido cercanas a la picadura
en perros con resultados positivos para la deteccién del ADN (Straubinger, 2000, Hyde, 2017;
Nakao et al., 2021). A nivel regional solo se encontrd un estudio en Colombia con metodologia
de PCR, para la busqueda de Borrelia spp. en murciélagos, encontrandose una cepa cercana
filogenéticamente a B. burgdorferi (Muioz et al., 2021). El género Ixodes es el principal vector

de B. burgdorferi sensu lato, la especie I. boliviensis, fue reportada en un estudio sobre
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hemopardsitos en tapires (Pesquera et al 2015). Los registros del género Ixodes son pocos en
América del Sur, y se cree que su influencia en la transmisidn de enfermedades es baja en

comparacion con otras partes del mundo (Guglielmone et al., 2006).

Por otro lado, la presencia de borrelias causantes de fiebre recurrente podria estar
subestimada en América Latina, debido a la presencia de otras enfermedades febriles como
malaria y dengue en humanos (Faccini et al., 2018). Se ha descrito la infeccién en perros en
varios paises como Espafia, Estados Unidos, Israel e Iran (Kelly et al., 2014; Baneth et al., 2016;
Shirani et al., 2016; Margos et al., 2020). También, hay informacién de B. theileri transmitida
por Rhipicephalus microplus en América del Sur (Faccini et al., 2022). Faccini et al., (2022) la
catalogan como una enfermedad olvidada, porque su interés se perdié a mediados del siglo
XX. Debido a esto, el diagnéstico seroldgico no se ha producido masivamente por la poca
demanda comercial (Cutler, 2015). Hay evidencia de reaccién cruzada de anticuerpos de B.
turicatae frente a B. burgdorferi sensu lato, en perros, lo que podria significar el
subdiagnéstico de la bacteria (Gettings et al., 2019). En humanos, se ha descubierto como el
desarrollo de pruebas serolédgicas dirigidas a la proteina GlpQ, en sueros de pacientes

positivos a Lyme, eran reactivas a dichas pruebas (Schwan et al., 1996).

Las borrelias causantes de fiebre recurrente causan alta espiroquetemia en individuos
infectados (Dietrich et al., 2021). Varios autores han realizado diferentes ensayos de PCR y
gPCR (Modarelli et al., 2019; Breuer et al., 2021), es de vital importancia la continuacién de

este tipo de deteccion de borrelias, ya que la ausencia de resultados en la PCR no asegura que
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no haya presencia en los sitios de recoleccién. El cambio climatico influye favorablemente en

la expansidn de garrapatas hacia nichos donde antes no se encontraban (Guillemi et al., 2015).

Con relacién a los resultados positivos de M. haemocanis y M. haemofelis en perros, y
Candidatus M. haemominutum en gatos se encontrd un estudio en la provincia de Galdpagos,
en la Isla Isabela, con la presencia de M. haemocanis en 1 de 95 perros y M. haemofelis en 1
de 52 gatos (Levy et al., 2008). En Europa hay varios estudios realizados, por ejemplo, en Italia,
hay prevalencia del patdégeno en perros del 4.7 % (13/278) para M. haemocanis. La
prevalencia en gatos para Candidatus M. haemominutum fue de 12.3 % (28/227). Los factores
de riesgo como edad avanzada, el sexo y el virus de inmunodeficiencia felina predisponen ala

infeccidn en gatos (Ravagnan et al., 2017).

La diferencia entre las dos primeras no se puede determinar, con un fragmento
pequeiio del gen 16S rRNA (132 pb), el secuenciamiento del gen completo no es suficiente
para la diferenciacién entre especies (Willi et al., 2009; Messick et al., 2002). El analisis de cada
gen entre ambas especies revela sintenia conservada, y alta similitud en composicién y
arquitectura, su diferencia se encuentra en pequenas secuencias que codifican proteinas
Unicas. La identidad promedio de nucleétidos (ANI) y la firma de tetranucledtidos determinan
la diferencia entre ambos patdgenos, de modo que M. haemocanis y M. haemofelis infectan

a perros y gatos respectivamente (do Nascimento et al., 2012).

Tanto reservorios y vectores de M. haemofelis y M. haemocanis, no han sido

identificados en su totalidad (lkeda et al., 2022). Candidatus M. haemominutum se encuentra
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en saliva y heces de gatos infectados en fases tempranas, en cambio, en M. haemofelis la
pulga podria ser un vector (Willi et al., 2007). Un estudio realizado en roedores salvajes en
Israel documentd como estos podrian ser reservorios de M. haemuris por largos periodos
(>800 dias) (Cohen et al., 2018). En Camboya, se realizé un estudio eliminando en los perros
todos los pardsitos externos, se comprobd que a través de mordeduras probablemente hubo

mayor transmisién de M. haemocanis entre los individuos (Huggins et al., 2023).

En América Latina, la informacién sobre micoplasma hemotrdpico es insuficiente. Hay
estudios realizados en murciélagos, que podrian actuar como reservorios (Luna et al., 2023).
En Brasil, se ha encontrado una alta diversidad genética entre las secuencias de 16S rRNA en
Mycoplasma spp. detectadas en murciélagos no hematdéfagos identificadas en otras regiones
del mundo (lkeda et al., 2022). En Peru y Belice, un estudio en saliva de murciélagos vampiro
detectd varios hemoplasmas ya conocidos y algunos candidatos nuevos, ya que se alimentan
de sangre de humanos, animales domésticos y vida silvestre, se deberia investigar su potencial

como reservorios y agentes transmisores entre especies (Volokhov et al., 2017).

La escasez de estudios sobre hemoparasitos se evidencia con pocas publicaciones
sobre el tema en general a nivel de la Amazonia, el Ecuador y paises vecinos asi lo mencionan
Diaz et al., (2021), cuya revisién lo demuestra. Ademads, se desconoce los vectores y su
capacidad zoondtica. Es desconocido el impacto que podria causar en la salud humana y
animal. Los riesgos potenciales de transmisidon zoondtica deben ser evaluados, por ello es
importante seguir avanzando en investigaciones que permitan identificar riesgos para la

poblacion humana y animal.
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CONCLUSIONES

Los resultados de la busqueda de Borrelia spp. en muestras de caninos de diferentes
localidades dio resultados negativos, aunque se obtuvieron 3 muestras de LabVet, positivas
segln la prueba SNAP 4Dx a anticuerpos contra B. burgdorferi. Se concluydé que pueden ser
reacciones cruzadas o falsos positivos por la presencia de sustancias en la sangre de los

caninos que dificultan la ejecuciéon de la prueba.

La deteccion de Mycoplasma spp. dio como resultado la identificacion de 2 especies:
M. haemocanis y M. haemominutum en perros y gatos respectivamente. En todas las
localidades donde se investigd Mycoplasma spp. se encontré presencia de la bacteria. Esto
confirma la circulacion del patégeno en las zonas tropicales del pais, asi como se ha observado
en el resto del mundo. Ademas, hubo 7 muestras de Las Pefias, de las cuales dos fueron
positivas y secuenciadas, siendo esta la localidad con mayor positividad respecto de la
cantidad de muestras, por lo cual, es interesante realizar mayor cantidad de estudios en estas

localidades y comprender la dindmica del patdgeno.

El estudio se hizo en diferentes parroquias rurales del Ecuador gracias a la colaboracion
de varios proyectos interinstitucionales. Lo cual impidid el establecimiento de una cantidad
de animales estadisticamente significativa para una poblacién infinita, por ello los calculos de

prevalencia no se pueden realizar.
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Una de las limitaciones del estudio es el temperamento de los animales muestreados,
puesto que los mds ddciles son mas faciles de muestrear, la idiosincrasia de las personas en

zonas rurales los mantiene generalmente alejados del contacto cercano con los perros.

El hecho de que hay bacterias como B. burgdorferi que no se encuentran en la sangre
después de varios dias de presencia de la enfermedad podria limitar su busqueda a través de
PCR en sangre. Por lo que es ideal implementar en estudios que impliquen hemoparasitos, la
investigacion de sus posibles vectores. En este caso especifico, se deberia colectar garrapatas

de los animales muestreados realizar un pool y correlacionar los resultados de ambas pruebas.

La revision de literatura se limité a fuentes extranjeras, ya que en Ecuador no hay
estudios desarrollados que puedan ser comparables. Lo cual puede inferir en la informacién
proporcionada la que dependiendo de la regidn la transmisidn, los vectores y su presentacion
varia. Ademas, algunos archivos como tesis no se pudieron incluir en la discusién. La
informacién que se encontré en el pais no era actual y algunos estudios encontrados se

realizaron en animales no domésticos.

Este tipo de investigaciones son importantes debido a la cercania que tiene el ser
humano con los animales domésticos, quienes siempre pueden ser reservorio de agentes
infecciosos y viceversa. Existe un riesgo de salud publica que no se ha explorado, y que debe
ser tomado en cuenta para planes de prevencidn. Es por ello la importancia de estos estudios,
qgue dan pauta para comprender el comportamiento de un agente infeccioso causante de

enfermedad, y a futuro pueda ser la base de nuevas investigaciones, con datos comparables.
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Los resultados negativos de Borrelia spp., no confirman la ausencia de la bacteria en el
pais, se necesita implementar nuevos modelos de estudio enfocados a descartar su presencia
en el Ecuador. En cuanto a Mycoplasma spp. su distribucion cosmopolita, implica un hallazgo
usual en el pais dentro de los laboratorios veterinarios de diagndstico. Sin embargo, la
distincidn entre especies de Mycoplasma puede ayudar a los individuos a recibir mejores
tratamientos. De igual forma con hallazgos como los detallados en Brasil, donde una persona
con VIH contrajo M. haemofelis a partir de uno de sus gatos, da la pauta para poder
implementar estudios tanto en personas como en animales para caminar poco a poco hacia

el concepto de “One health”.
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ANEXOS

ANEXO A: SECUENCIAS DE LOS PRIMERS

Gen Primer Secuencia
Forward 5' TTTGCGGATCCACATCTGCTGGAG 3'
B Actina

Reverse 5' GATACAGGTACCACTCATAAATGAGACCATCACG 3'

M1 (F) 5'ACGATGCACACTTGGTGTTAA 3'
16S Borrelia spp.
M2 (R) 5' TCCGACTTATCACCGGCAGTC 3'
Forward 5" GCAATRCCATGTGAACGATGAAA 3’
16S Mycoplasma spp. Rev 1 5’ GGCACATAGTTTGCTGTCACTTT 3’

Rev 2 5" GCTGGCACATAGTTAGCTGTCACT 3’

ANEXO B: TOTAL DE MUESTRAS RECOLECTADAS DE CANINOS

Localidad Muestras Porcentaje
Quito 3 1,60
Yasuni 44 23,53

Rocafuerte 32 17,11

Las Pefias 7 3,74

Mindo 22 11,76
Santo Domingo 27 14,44
Riviera del Napo 52 27,81

Total 187 100,00
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ANEXO C: TOTAL MUESTRAS POSTIVAS A Mycoplasma spp. EN PERROS

Province Positive Percentage
Yasuni 2 12,5
Rocafuerte 7 43,75
Las Peiias 3 18,75
Mindo 4 25
Total 16 100

ANEXO D: MELTING TEMPERATURES OF POSITIVE SAMPLES AMPLIFIED BY
SYBR GREEN PCR FOR Mycoplasma spp.

Melting

N° Sample code temperature

(°C)
1 Simoén 73,5
4 Kae 73,5
5 P29 73,5
6 P33 73,5
7 G48 73,5
8 G49 73,5
9 G53 73,5
11 G68 73,5
12 G73 73,5
13 G75 73,5
14 G78 73,5
15 G80 73,5
16 G81 73,5

17 GS4 72,5
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ANEXO D: FILOGENIA DE ESPECIES DE Mycoplasma AMPLIFICADAS

100

100

11

AY297712.1 Candidatus M. haemominutum

KR905453.1 Candidatus M. haemominutum

100\ MN240867.1 Candidatus M. haemominutum
71 |Gato Santo Domingo

14 |JQ689946.1 Candidatus M. haemominutum
27 |AY150982.1 Candidatus M. haemominutum
16 'MK632381.1 Candidatus M. haemominutum

—— P33 Yasuni
P29 Yasuni
EU442626.1 M. haemofelis

29

39

G78 Las Pefas

G53 Rocafuerte

G380 Las Peiias

Simén Mindo

iol G49 Rocafuerte
G48 Rocafuerte

MG594501.1 M. haemocanis
MZz221174.1 M. haemocanis
MK632350.1 M. haemofelis
Kae Mindo

MT345534.1 M. haemocanis
MH917713.1 M. haemocanis
39|EU145745.1 M. haemofelis
0 |MN240855.1 M. haemofelis
0 'MH223461.1 M. haemofelis

G)l\)-ql-la)lﬁ

M. haemofelis
M. haemocanis

KP107907.1 C. innocum

Candidatus M. haemominutum
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