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RESUMEN. Con el objeto de identificar la presencia de parasitos hemotrdpicos caninos, se colectaron 30
muestras sanguineas de perros, y ademas se incluyeron garrapatas colectadas de 18 perros, 17 de ellos
clinicamente sanos y 1 infectado por Babesia spp., diagnosticado por microscopia. Las muestras fueron
procesadas para extraccion y amplificacion de ADN por PCR con iniciadores genéricos para los patdgenos
Babesia spp. y Mycoplasma spp. En el caso de Babesia spp. los amplicones sirvieron como molde para la
prueba de (RFLP) mediante el uso de enzimas de restriccion (Tagl y Hinfl) y ademas se probaron los
iniciadores especificos para la subespecie de Babesia canis vogeli (PCR semi-anidada). De las muestras
analizadas, el PCR genérico para Babesia spp., permitié detectar 2 muestras positivas de sangre y 3
positivas en garrapatas, mientras que con los iniciadores para Mycoplasma spp. se identificaron
amplicones del tamafio esperado en 20 y 4 de las muestras de sangre y garrapatas, respectivamente. El uso
de iniciadores especificos para B. canis vogeli pudo corroborar la presencia de 3 muestras PCR positivas
en sangre y en 3 de las garrapatas analizadas.
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ABSTRACT. In order to identify the presence of canine hemotropic parasites, 30 blood samples from
dogs were collected, in addition to ticks collected from 18 dogs, including 17 clinically healthy and 1
infected with Babesia sp. diagnosed by light microscopy. Extracted DNA from samples was amplified by
PCR using generic primers for Babesia spp. and Mycoplasma spp. Amplicons obtained served as template
for a RFLP test by using restriction enzymes (Tagl and Hinfl). Specific primers were also tested for the
subspecies of B. canis vogeli (semi-nested PCR). The generic PCR allowed detection of two positive
blood samples and three samples out of the tested ticks, whereas the primers for Mycoplasma spp. allowed
the identification of amplicons of the expected size in 20 and 4 blood and tick samples, respectively. By
using species specific primers the presence of B. canis vogeli was confirmed in three blood samples and
three ticks analyzed.
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INTRODUCCION

La babesiosis canina es una enfermedad cosmopolita transmitida por garrapatas que afecta
a los perros domésticos, y la distribucion se relaciona con la presencia del vector siendo mas
prevalente en regiones con climas tropicales y subtropicales. La enfermedad es causada por los
parasitos intra-eritrociticos B. canis y B. gibsoni (Birkenheuer et al., 2003). La especie de B.
canis ha sido re-clasificada en tres subespecies con base en el vector que la transmite y su
distribucion: B. canis canis, cuyo vector para la transmision es la garrapata Dermacentor
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reticulatus; B. canis rossi transmitida por Ixodes ricinus; y B. canis vogeli transmitida por
Rhipicephalus sanguineus en zonas tropicales y subtropicales. Estas se encuentran distribuidas en
Europa, Sudéafrica y América, respectivamente (Uilenberg et al., 1989), aunque recientemente se
ha reportado la presencia de B. canis rossi en los EEUU y de B. canis vogeli en Sudafrica y
Europa (Allison et al., 2011; Caccio et al., 2002; Cardoso et al., 2008). El diagnostico directo del
parasito se realiza mediante la observacion microscopica de frotis sanguineo tefiidos con
colorante Giemsa, y el de tipo indirecto mediante serologia utilizando paquetes comerciales. El
nombre trivial de hemoplasmas se aplica a las bacterias que se adosan a los glébulos rojos de los
mamiferos y que aun no han podido ser cultivados in vitro. Estos hemoparéasitos recientemente
fueron reclasificados del género Haemobartonella y Eperythrozoon al género Mycoplasma
derivado del andlisis de la secuencia del gen 16S rARN (Barker et al., 2010). Mycoplasma
haemocanis es una especie de bacteria hemotrdpica que tiene tropismo por los eritrocitos de los
perros, causando hemolisis y anemia en animales esplenectomizados o inmunocomprometidos
(Pryor and Bradbury, 1975; Kemming et al., 2004).

En México, no se ha implementado el diagndstico molecular para la babesiosis canina,
por lo tanto no hay reportes que demuestren e identifiquen que subespecie del parasito esta
presente en la sangre de perros domésticos infectados, ni en la garrapata vector. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) ha sido utilizada para la amplificacion del gen 18S rRNA, lo que
ha facilitado la identificacion de B. canis rossi, B. canis vogeli en muestras de perros
naturalmente infectados en regiones de Italia y Croacia (Caccio et al., 2002), en el norte de
Portugal también han sido descritas las subespecies antes mencionadas lo que hace suponer la
presencia y distribucion del vector (Cardoso et al., 2008), mientras que en Brazil solo se ha
identificado la subespecie de B. canis vogeli (Garcia et al., 2006). El analisis de polimorfismos en
longitud de fragmentos amplificados y digeridos con enzimas de restriccion (PCR-RFLP), es una
alternativa para la discriminacion entre las subespecies de B. canis. En Francia e ltalia, la
amplificacion por PCR del fragmento del gen 18S rRNA (400 pb) ha permitido diferenciar las
subespecies B. canis canis, B. canis vogeli y B. canis rossi utilizado las enzimas Taql y Hinfl,
obteniéndose fragmentos de 203, 171 y 26 pb para B. canis vogeli y de 227 y 174 pb para B.
canis rossi. En el caso de B. canis canis, y dado que la secuencia amplificada no cuenta con sitios
de restriccion para ambas enzimas (Carret et al., 1999; Solano et al., 2008) el fragmento no se
digiere con ninguna de estas enzimas, permitiendo asi discriminar la subspecie de B. canis.

Actualmente en México se tiene escasa informacion sobre infeccion de garrapatas
Rhipicephalus sanguineus por Babesia canis, sin embargo en otros paises como Australia,
Francia y Tanez han logrado implementar la caracterizacion molecular del parasito mediante el
uso de la técnica de PCR. (Jefferies et al., 2003; René et al., 2012; M’ghirbi and Bouattour,
2008). El propdsito de este trabajo fue implementar un esquema de genotipificacion de B. canis
mediante las pruebas de PCR-RFLP y PCR-anidada que permita discernir la(s) sub-especie(s) de
B. canis en muestras presentes en México, en muestras de sangre y en garrapatas Rhipicephalus
sanguineus. El estudio incluyé también la busqueda por PCR de animales y garrapatas portadoras
de Mycoplasma spp.

MATERIALES Y METODO

Preparacion de muestras. Se colectaron muestras sanguineas de 30 perros mediante la puncion
de la vena cefalica en tubos con anticoagulante (EDTA). Los perros fueron referidos a una clinica
particular en la ciudad de Cuautla, Morelos con signologia de fiebre, anemia, letargia 6 epistaxis,
consistente y sospechosa de hemoparasitos e historia de previa exposicion o presencia de
garrapatas. Se tomo una alicuota y se extendi6 en un portaobjetos para ser fijado con metanol y
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tefiido con colorante Giemsa, cada laminilla fue observada por microscopia durante al menos 20
minutos. El paquete celular conteniendo glébulos rojos y blancos fue separado del plasma
mediante centrifugacion a 4,000 rpm en centrifuga clinica y almacenado a -20°C hasta su
utilizacion. Se analizaron 18 garrapatas (Rhipicephalus sanguineus) colectadas de perros de
manera aleatoria, las cuales fueron identificadas mediante claves taxonomicas, solamente una de
ellas se pudo comprobar por microscopia 6ptica que provenia de un perro infectado con Babesia
canis logrando asi estimar una parasitemia < 80%.

Extraccion de ADN y PCR. La extraccion del material genético a partir del paquete celular se
realiz6 con un kit comercial (ZR Genomic DNA Il Kit; ZYMO RESEARCH). Para la extraccion
de ADN de las garrapatas analizadas en este estudio se utilizd el método de trituracion con
mortero, previa a la utilizacion de un kit comercialmente disponible (ZR Tissue and Insect DNA
Miniprep ZYMO RESEARCH) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La prueba de
PCR se realiz6 con la enzima Polimerasa Go Taq Green Master Mix, 2X (PROMEGA), con un
volumen final de 25 pl en un termociclador (BIO-RAD Icycler). La deteccion de Babesia sp. se
realiz6 mediante la amplificacion de la porcion variable del gen 18S rRNA utilizando el par de
iniciadores genéricos denominados PIRO-A sentido (5’-AATACCCAATCCTGACACAGGG-
3’) y PIRO-B anti-sentido (5’-TTAAATACGAATGCCCCCACC-3’), bajo el siguiente
protocolo: 94°C por 5 min en la desnaturalizacion inicial, (94°C, 1 min; 55°C 1 min; 72°C 1min)
por 35 ciclos y 72°C por 15 min para la extension final. La prueba de PCR semi-anidada incluy6
un  primer paso con los iniciadores  externos  455-479  sentido  (5’-
GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGAC-3) y 793-772 anti-sentido (5’
ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA-3) bajo el protocolo de amplificacion (95°C 5 min; 95°C 45
seg; 58°C 45 seg; 72 °C 45 seg; 72°C 5 min con 50 ciclos de repeticion, posteriormente la
segunda PCR (semi-anidada) incluyo los iniciadores internos para cada una de las subespecies de
B. canis [B. canis canis (BCC) sentido (5’-TGCGTTGACGGTTTGACC-3’); B. canis rossi
(BCR) sentido (5’-GCTTGGCGGTTTGTTGC-3’); y B. canis vogeli (BCV) sentido (5'-
GTTCGAGTTTGCCATTCGTT-3%)], y anti-sentido 793-772 (5-
ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA-3") con el mismo protocolo de amplificacion anterior con
30 ciclos de repeticion. La deteccion de Mycoplasma spp. se realizd mediante la amplificacion de
la porcion variable del gen 16S rRNA utilizando el par de iniciadores genéricos denominados
Mh sentido (5-ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA -3’) y Mh anti-sentido (5’-
ACGCCCAATTCCGRATAAT-3’), bajo el siguiente protocolo: 95°C por 2 min en la
desnaturalizacion inicial, (95°C, 1 min; 60°C 1 min ; 72°C 30 seg) por 45 ciclos y 72°C por 5
min para la extension final (Jensen et al., 2001). Los productos de PCR amplificados con los
iniciadores genéricos se probaron con las enzimas de restriccion Taql y Hinfl para la
discriminacion de especies de Babesia sp.

Para el analisis de los productos de PCR y PCR-RFLP se utilizaron geles de agarosa al
3% y sometidos a electroforesis por 45 min a 100V. Los amplicones obtenidos se clonaron en un
vector T y la transformacion se llevéd a cabo con células quimicamente competentes de E. coli
utilizando un kit comercial. Se seleccionaron 2 colonias blancas (recombinantes) representativas,
las cuales se estriaron en cajas con medio LB y ampicilina. La purificacion del DNA plasmidico
se realizd con un kit comercial, para posteriormente utilizarlo como molde para secuenciacion
por el método de terminacion con didesoxinucledtidos fluoromarcados en un secuenciador
automatizado (Applied Biosystems). Las secuencias de ADN obtenidas fueron analizadas
mediante una busqueda por homologia en las bases de datos utilizando la aplicacion blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast/blastn).
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RESULTADOS

Se identificaron 2 muestras positivas mediante analisis microscépico, con predominancia
de estadios trofozoitos en una muestra y trofozoitos y merozoitos consistentes con Babesia spp.
en la segunda muestra. Sin embargo, las parasitemias fueron muy bajas como para ser
cuantificadas (>0.01%). La amplificacion de ADN por medio de la prueba de PCR con los
iniciadores genéricos para la especie de B. canis permitié identificar dos muestras de sangre
positivas del total de muestras analizadas, mientras que de las muestras de garrapatas que se
analizaron en este estudio demostré de manera consistente la presencia de un fragmento de 400
pb en tres muestras (Figura 1). Los resultados de los amplicones que se sometieron a digestion
con las enzimas antes mencionadas, se pudo observar digestion parcial con la enzima Tagl en dos
muestras sanguineas y solamente una en las muestras de las garrapatas sometidas a la reaccion,
mismas que corresponden con el tamafio de los fragmentos obtenidos 203 pb, 171pb y 26 pb (no
visible en el gel éste ultimo) coincidente con el patron RFLP correspondiente a B. canis vogeli
(Carret et al., 1999). El analisis de resultados con la prueba de PCR semianidada permitid
identificar tres muestras positivas a partir de sangre y tres a partir de garrapatas consistentes con
la amplificacion de un fragmento de 192 pb cuando se utiliza el iniciador especifico de
subespecie BCV en la prueba de PCR semi-anidada (Birkenheuer et al., 2003).

Con el propésito de identificar la presencia de Mycoplasma spp. en las garrapatas que
fueron incluidas en el presente estudio mediante la prueba molecular de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con los iniciadores genéricos, se logrd detectar como positivas cuatro del total
de muestras analizadas, mientras tanto en las muestras sanguineas 20 de ellas mostraron un
amplicon de la talla esperada (aproximadamente 190 6 170 pb) (Figura 2).

Se comprueba asi que la técnica de semianidamiento tiene mayor sensibilidad analitica y
una mejor especificidad para la discriminacion de subespecies de B. canis, identificAndose por
primera vez en México la subespecie B. canis vogeli, como agente patdgeno asociado a la
babesiosis canina. El resultado del analisis blastn arrojé una similitud en secuencia de nucleétidos
del 100%, existente entre las secuencias de los dos casos mexicanos de B. canis vogeli y las
correspondientes a los aislados de Brazil, Venezuela, Japén y Estados Unidos.

R

Figura 1. Productos de PCR amplificados con los iniciadores genéricos PIROA-PIROB (400 pb) en
muestras de garrapatas Rhipicephalus sanguineus. Carril 1, Marcador molecular 100 pb; Carril 2, Control
positivo, Carriles 3-9 garrapatas R. sanguineus.
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Figura 2. Productos de PCR amplificados con los iniciadores genéricos para Mycoplasma sp. (190 0 170
pb). Carril 1, Marcador molecular 100 pb; Carriles 2-19 muestras sanguineas de perros; Carril 20, control
negativo.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La forma clésica para la deteccion de Babesia canis es mediante la observacion de las
formas intra-eritrociticas en laminillas tefiidas con colorante Giemsa, la cual es considerada como
la prueba de oro al ser una técnica relativamente sencilla de realizar. Las pruebas moleculares son
herramientas altamente confiables para la genotipificacion de los microorganismos causantes de
la babesiosis canina, son un recurso valido y necesario, ya que permite clasificar a las diferentes
subespecies de B. canis a nivel regional y mundial, para determinar el origen o la posible ruta de
transmision de B. canis de la garrapata al hospedero canino, como se ha realizado en otras
latitudes (Carret et al., 1999; Caccio et al., 2002; Garcia et al., 2006; Cardoso et al., 2008; Solano
et al., 2008). Sin embargo la PCR anidada resulté ser la prueba con mayor sensibilidad analitica y
especificidad para la diferenciacion de especies B. canis tanto en muestra de ADN a partir de
sangre como de garrapatas (Jefferies et al., 2003; René et al., 2012; M’ghirbi, and Bouattour,
2008).

El gen 16S rRNA es el mas utilizado para esta prueba, permitiendo incluso la
diferenciacion de las distintas especies de Mycoplasma spp. (Anteriormente clasificadas como
Haemobartonella o Eperythrozoon) que afectan a los mamiferos, incluyendo los perros, siendo
Mycoplasma hameocanis el principal agente causal de la hemoplasmosis en perros (Jensen et al.,
2001). La importancia de la garrapata vector radica en que por sus habitos hemat6fagos, son
capaces de transmitir mecanica y biolégicamente distintas enfermedades, algunas tan graves que
alcanzan niveles epidemioldgicos alarmantes, porque afectan al hombre (Morales y Nava, 2006).

De acuerdo a los trabajos realizados sobre la distribucién de la garrapata café del perro
(Rhipicephalus sanguineus) en Morelos, coincide con los resultados del presente estudio sobre
las garrapatas del genero Rhipicephalus sanguineus que fueron encontradas en los perros con lo
reportado previamente en el valle de Cuernavaca (Morales y Cruz, 1998) y en la ciudad de
Cuautla (Morales y Nava, 2006).

La deteccion de infeccion en las garrapatas positivas de este estudio sugiere que B. canis
vogeli muy probablemente es transmitida por esta garrapata, coincidente con lo reportado
previamente en la literatura (Uilenberg et al., 1989; Carret et al., 1999; Birkenheuer et al., 2003).
Estudios previamente realizados han demostrado la presencia de Babesia canis en México
(Rodriguez et al., 2000), hasta donde sabemos, este es el primer reporte de la identificacion de la
subespecie B. canis vogeli en nuestro Pais y confirmado por secuenciacion. La secuenciacién de
las muestras amplificadas de Mycoplasma spp. podran brindar informacién sobre la especie que
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infectan a los perros y que esta presente en las garrapatas que fueron analizadas en el presente
trabajo.
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