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RESUMEN

La Hepatozoonosis canina es una enfermedad transmitida por la ingestion de garrapatas

Rhipicephalus sanguineus, infectadas con oocistos maduros del protozoo apicomplexo

Hepatozoon canis. Este hemoprotozoario intraleucocitario con presentacion cronica y

afeccion principal de médula ésea, tiene una gran distribucién mundial. Los reportes son

referidos principalmente como hallazgos accidentales en examenes hematoldgicos.

El presente trabajo corresponde a un estudio observacional descriptivo de corte

transversal, en donde se evaluaron muestras sanguineas de caninos aparentemente

sanos con el fin de diagnosticar Hepatozoon canis midiendo el grado de asociacion con

distintos factores de riesgo. Este fue realizado en la clinica veterinaria “B y D salud

Anima’l, en la ciudad de La Carlota (Cérdoba, Argentina).



Se evalué un total de 100 muestras sanguineas, de las cuales 28 fueron positivas a
Hepatozoon canis; diagnosticadas en su totalidad por medio de observacion de gamontes
del hemoparasito por medio de la técnica de frotis rutinario de sangre entera.
Adicionalmente se determind la relacién entre la presencia de garrapatas en los caninos

muestreados y la falta de controles del vector como factores de riesgo.
SUMMARY

The canine Hepatozoonosis is a disease transmitted by the ingestion of tick Rhipicephalus
sanguineus, infected with mature oocysts of protozoa apicomplexo Hepatozoon canis.
This intraleukocytic haemoprotozoan with chronic and primary bone marrow condition, has
a large worldwide distribution with few reports, which are mainly referred to as incidental
findings in haematological examinations. This work corresponds to a descriptive
observational cross section study, where evaluated blood samples from dogs apparently
healthy in order to diagnose Hepatozoon canis by measuring the degree of association
with various factors of risk. This was carried out in the veterinary “B y D Salud Animal”, in

the town of La Carlota (Cérdoba, Argentina).

We evaluated a total of 100 blood samples, of which 28 were positive to Hepatozoon
canis; diagnosed as a whole through observation of gamontes of the haemoparasite by
means of the technique of whole blood routine smear. Additionally, it was determined the
relationship between the presence of ticks on the dogs sampled and lack of controls of the

vector as risk factors.

Introduccioén:

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria, adquirida por la ingestién de
garrapatas infectadas con protozoarios del género Hepatozoon spp(H). Hepatozoon canis
y Hepatozoon americanum son las dos especies que pueden infectar al perro, siendo la

primera, la Unica reportada en nuestro pais hasta el momento.



El primer reporte de este hemoprotozoario intraleucocitario se realiz6 en la India en 1905.
Posteriormente, H. canis se reporté en perros domésticos (canis familiaris) de la mayoria

de continentes.

En Argentina, los casos de hepatozoonosis canina son limitados, generalmente hallazgos
casuales en examenes de laboratorio. Esta alta frecuencia de hallazgos accidentales en
los analisis de muestras caninas y los pocos registros previos de casos en la zona,
sugieren que el pardsito puede encontrarse en pacientes aparentemente sanos.
Investigadores de diversas partes del mundo han encontrado que los pacientes caninos
portadores, pueden ser asintomaticos, aunque al valorarlos serolégicamente presentan
titulos de anticuerpos contra el parasito. Esta situacion puede indicar que esta infeccion
puede ser poco patdgena, a menos que curse con un factor desencadenante como la
inmunosupresién, una infeccibn concurrente con otros patégenos, una elevada

parasitemia o0 animales muy jovenes expuestos al agente.

La presentacion clinica de la infeccibn es muy variable, pudiendo ser asintomética o
manifestarse con signos de enfermedad leves a severos. Los signos clinicos observados
con mayor frecuencia son mucosas palidas, caquexia y fiebre intermitente. Los examenes
hematolégicos revelan una ligera anemia no regenerativa y una marcada leucocitosis
neutrofilica con desvio a la izquierda y monocitosis en los casos de hepatozoonosis
clinica. El diagnéstico se realiza mediante la visualizacion al microscopio 6ptico de los

gamontes en los leucocitos (neutréfilos y monocitos) en frotis de sangre coloreados.

No obstante, aunque Hepatozoon spp. aparenta ser inofensivo, puede causar una
infeccion que afecta multiples tejidos. Entre estos se encuentra el tejido linfoideo de bazo
y ganglios, la médula 6sea y células sanguineas como neutréfilos y monocitos; lo cual
cobra victimas al demandar nutrientes e infringir dafio considerable. Incluso puede llegar a
ser potencialmente grave produciendo letargo extremo, caguexia, anemia, anorexia y

fiebre.

La imposibilidad de un control sistematico de garrapatas debido a la dificil implementacién
de un programa integral sobre toda la poblacion canina existente y la creciente
problematica de caninos callejeros o vagabundos en la ciudad, favorecen el ciclo vital del

vector, aumentando el riesgo de la propagacion de Hepatozoon spp.



Dado lo anteriormente expresado y a partir de la observacion de la elevada presencia de
Rhipicephalus sanguineus en la ciudad de La Carlota, el presente trabajo tiene por
objetivo determinar la prevalencia de Hepatozoon spp en caninos sin sintomatologia

clinica que ingresaron a cirugia en la clinica veterianaria “ByD Salud Animal.

La informacién recabada mediante el presente estudio permitirda tomar las medidas

necesarias para limitar su propagacion, tratamiento y prevencion.

OBJETIVO GENERAL.:
Detectar la presencia de Hepatozoon spp. Yy evaluar factores de riesgo en caninos

domésticos de la zona urbana de la ciudad de La Carlota, Cérdoba (Argentina).
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar la prevalencia de Hepatozoon spp, mediante frotis sanguineo, como
método sencillo y econdmico para determinar la presencia de infecciones por este
agente.

e Comparar los resultados a partir de muestras de sangre periférica y central, con el
fin de determinar la técnica mas efectiva. .

¢ Relacionar el hallazgo del patégeno y presencia de garrapata.

e Medir el grado de asociacion entre los factores de riesgo y el diagnostico de

Hepatozoon spp en los caninos muestreados.

Marco tedrico

La hepatozoonosis es transmitida a través de la ingestion de una garrapata infectada con
un ooquiste maduro de hepatozoon, a diferencia de lo que ocurre en las demas
enfermedades transmitidas por garrapatas, en las que el vector hematoéfago, transmite el
agente via glandulas salivares durante el consumo de sangre. Esto ocurre cuando el perro
se lame o cuando se alimenta de presas infestadas por garrapatas (Smith, 1996; Vincent-
Johnson y col., 1997) Muchos de los animales infectados no presentan signos clinicos y el

parasito se encuentra en forma accidental, otros, en cambio, pueden presentar desde



signos leves, hasta una enfermedad clinica grave (Baneth y col., 1995, Baneth y col.,
2003).

Hepatozoon canis es un protozoario que parasita los leucocitos (monocitos y neutréfilos) y
el tejido hemolinfatico del perro. Pertenece al filum Apicomplexa, suborden Adeleorina,
familia Hepatozoidae (Smith, 1996; Mathew y col., 2000; Barta, 2001).

Hepatozoon canis fue descripto por primera vez por Bentley en el afio 1904 en India,
quien lo encontr6 dentro de los leucocitos de mamiferos, y se refiri6 a él como
Leucocytozoon del perro (Bentley, 1905). Luego, James (1905) volvié a encontrar el
parasito en sangre de perros y realiz6 una descripcion detallada de su morfologia,
proponiendo el nombre Leucocytozoon canis para esta especie. Poco tiempo después
Gerrard (1906) sugeria que la garrapata actuaba como vector del parasito. Christophers
(1907) confirm6 a Rhipicephalus sanguineus como su huésped invertebrado y describi6 el
ciclo en la garrapata, sugiriendo que la infeccidon ocurria después de la ingestion de la
misma. Miller (1908) reporté la presencia de un pardsito intraleucocitario en ratas de
laboratorio que desarrollé la gametogénesis y esporogonia en el hemocele del acaro
vector, y realizé la primera descripcién del género Hepatozoon. Luego, Wenyon (1910)
propuso que se reemplazara el nombre Leucocytozoon por Hepatozoon y en el afio 1911
descubrio la formacién de ooquistes, con 30-50 esporocistos y 16 esporozoitos dentro del
hemocele de la garrapata. Christophers (1912) comunicé que la garrapata se infectaba en
el estado de ninfa y que los adultos eran los que transmitian el parasito. En el afio 1922
Hepatozoon spp. fue clasificado dentro de la familia Haemogregarinidae, pero en 1926 fue

colocado en la familia Hepatozoidae.

Los géneros de la familia Haemogregarinidae producen esporozoitos libres que son
transmitidos al huésped vertebrado a través de la picadura del artrépodo vector, en
cambio, los esporozoitos de Hepatozoon se desenvuelven dentro de esporocistos y son
transmitidos a través de la ingestion del artropodo infectado por parte del huésped
vertebrado (Mathew y col., 2000).

El huésped definitivo de Hepatozoon canis es la garrapata Rhipicephalus sanguineus,
conocida como la garrapata marrén del perro ya que los huéspedes intermediarios son los

perros y los canidos salvajes (Baneth, 2001).



Clasificacion taxonémica
Reino: Protista
Filum: Apicomplexa
Clase: Conoidasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Adeleorina
Familia: Hepatozoidae
Género: Hepatozoon
Especies (perro): Hepatozoon americanum
Hepatozoon canis

Las garrapatas son parasitos hematofagos de un gran nimero de vertebrados terrestres,
incluidos los perros, y actian como vectores de un gran numero de enfermedades
bacterianas, virales, protozoarias y rickettsiales. Aunque se encuentran mayormente en
regiones tropicales y subtropicales, estan ampliamente distribuidas en todo el mundo,
debido a su gran capacidad de adaptacién y de resistencia a diferentes condiciones
climaticas, encontrdndose algunas especies en paises con climas muy frios como
Islandia, Rusia o en la Antartida. Si bien sélo siete especies de garrapatas tienen como
hospedador principal al perro, existen otras 51 especies que pueden parasitar al perro a

nivel mundial (Mufioz y Casanueva, 2001).

Rhipicephalus sanguineus esta ampliamente distribuida en América, Europa, Africa, Asia
y Australia, pero existen diferencias morfolégicas y genéticas segun la region.
Rhipicephalus sanguineus de Argentina tiene una fuerte divergencia intraespecifica del

DNA mitocondrial con la de Brasil. En contraposicion, existe una fuerte relacién genética



entre las poblaciones de Rhipicephalus sanguineus de Argentina y de Europa, lo que
sugiere un origen europeo comun, mientras que las de Brasil parecen estar mas

relacionadas a Rhipicephalus turanicus africana (Szabo y col., 2005).

En Argentina Rhipicephalus sanguineus fue reconocida en el afio 1938 y es la mas
prevalente (Roveda, 1954). Pero existen otras especies de garrapatas, algunas de las
cuales tienen al perro como hospedero principal, y otras que lo parasitan ocasionalmente.
Se encontraron, Amblyomma aureolatum en Chaco, Entre Rios y Misiones; Amblyomma
auricularium en Buenos Aires, Catamarca, Chubut, Cordoba, Corrientes, Chaco, Entre
Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe, Santiago
del Estero y Tucuman; Amblyomma cajennense en el centro-norte argentino; Amblyomma
neumanni en Catamarca, Chaco, Cérdoba, Formosa, Jujuy, La Rioja, Salta, San Juan,
Santiago del Estero y Tucuméan; Amblyomma ovale en Chaco, Entre Rios, Formosa,
Jujuy, Mendoza, Misiones, La Rioja y Salta; Amblyomma parvum en Catamarca, Chaco,
Cérdoba, Formosa, Salta y Santiago del Estero; Amblyomma pseudoconcolor en Buenos
Aires, Catamarca, Chubut, Cérdoba, Formosa, Salta y Santiago del Estero; Amblyomma
pseudoparvum en Chaco, Formosa, Salta y Santiago del Estero; Amblyomma tigrinum en
Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Chubut, Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa,
Jujuy, La Pampa, Mendoza, Misiones, Neuquén, Salta, San Luis, Santa Fe, Santiago del
Estero, Tucuman y San Juan; Amblyomma triste en Buenos Aires (Guglielmone y Nava,
2006).

Otros estudios sobre especies de garrapatas, realizados en zonas rurales, urbanas y
periurbanas de diferentes lugares de la provincia de Corrientes, reportaron la presencia de
Amblyomma tigrinum, Amblyomma ovale y Rhipicephalus sanguineus sensu lato
(Debérboray col., 2011). En Salta, predomina en perros Amblyomma spp. (Beldomenico y
col., 2003), y en Jujuy Amblyomma cajennense (Ripoll y col., 1999).

En algunos paises se han comunicado otras especies de garrapatas, diferentes a

Rhipicephalus sanguineus, como vectores de Hepatozoon canis.

En Japon se encontraron ooquistes de Hepatozoon canis en el hemocele de una hembra
adulta de Haemaphysalis longicornis y en una ninfa de Haemaphysalis flava (Murata y
col., 1995).



En Brasil se reporté la presencia de ooquistes de Hepatozoon canis en Rhipicephalus
(Boophilus) microplus parasitando un perro infectado (Miranda y col., 2011). Ademas se
ha demostrado una correlacién positiva entre le presencia de Amblyomma cajennense y
Hepatozoon canis lo cual sugiere que esta garrapata podria actuar también como vector
(O'Dwyer y col., 2001). Por otra parte, en estudios experimentales lograron que la
garrapata Amblyomma ovale adquiriera la infeccion después de alimentarse de perros
naturalmente infectados con Hepatozoon canis (Forlano y col., 2005; Rubini y col., 2009).

En Venezuela se reportd la presencia de Hepatozoon spp. en zonas donde no se
encontr6 Rhipicephalus sanguineus (Forlano y Meléndez, 2013), y en un estudio en
Brasil, no se encontraron estadios del parasito en las garrapatas Rhipicephalus
sanguineus extraidas de los perros infectados con Hepatozoon canis (Gomes y col.,
2010).

En Italia se encontr6 Hepatozoon canis en ninfas de Ixodes ricinus, aunque pareceria que

no actuaria como vector (Gabrielli y col., 2010).

El ciclo de vida de Hepatozoon canis incluye una fase sexual, donde se produce la
fertilizacion (gametogonia) y la formacién de quistes (esporogonia), en el huésped
definitivo invertebrado hematéfago, la garrapata marrén del perro, Rhipicephalus
sanguineus (Baneth y col.,, 2001), y una fase de reproduccién asexual (merogonia -
esquizogonia), seguida de la formaciéon de gamontes (gamontogonia) en los huéspedes

intermediarios vertebrados, el perro y los canidos salvajes (Smith, 1996) (Figura 1).

El perro se parasita al ingerir una garrapata Rhipicephalus sanguineus o partes de la
misma, infectada con ooquistes de Hepatozoon (Baneth y col., 2001). Luego de la
ingestion de la garrapata, que puede suceder durante el aseo del pelaje, los ooquistes
que se encuentran en el hemocele de la misma se rompen y los esporozoitos son
liberados dentro del intestino del perro, atraviesan la pared del mismo, invaden las células
mononucleares, Yy colonizan, via hematdgena, el tejido hemolinfatico (bazo, higado,
médula 6sea y ganglios linfaticos), pudiendo también colonizar rifiones, pulmones e
intestino. En los tejidos, el esporozoito penetra en una célula huésped y por el proceso de
merogonia, division asexual de los merozoitos, se forman los merontes. En la célula

parasitada, el esporozoito aumenta de tamafio y se forma una vacuola parasitéfaga a su
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alrededor; en el citoplasma aparecen masas de cromatina que se convierten en el nucleo
de los merozoitos, luego la célula se rompe y se liberan los merozoitos que van a invadir

nuevas células, dando lugar a merozoitos de 2° y 3° generacion (Baneth y col., 2007).

Se pueden encontrar dos tipos de merontes maduros, uno conteniendo 20-30
micromerozoitos organizados en la periferia del meronte, llamado patrén en “rayos de
rueda”, y el otro con 2-4 macromerozoitos. Los micromerozoitos se liberan al romperse el
meronte maduro, e invaden los leucocitos (neutréfilos 0 monocitos), en los cuales, por el
proceso de gamontogonia, se desarrollan los gamontes que van a circular por la sangre.
Al dia 28 después de la infeccion pueden encontrarse los gamontes en sangre, pero el
pico de parasitemia se produce el dia 39 post infeccion. De los macromerozoitos se
desarrollan merontes secundarios en los tejidos, y pueden encontrarse también pequefios
quistes monozoicos con un sélo parasito en su interior (Vincent-Johnson y col., 1997
Panciera y col., 1998; Ewing y col., 2002).

La garrapata Rhipicephalus sanguineus se parasita cuando ingiere sangre de un perro
infectado con gamontes de Hepatozoon canis dentro de los leucocitos. Los gamontes se
liberan de los leucocitos dentro del intestino de la garrapata y por el proceso de
gametogonia, una gameta masculina se une con una femenina para formar un cigoto
moévil que atraviesa la pared intestinal y entra en el hemocele de la garrapata, y por el
proceso de esporogonia se transforma en ooquiste. Estos ooquistes son grandes, de
forma redondeada, y pueden ser visualizados sin magnificacion microscépica. Cada
ooquiste maduro tiene entre 30 y 50 esporocistos con 10 a 26 esporozoitos infectivos
cada uno (Figura 2). El ooquiste no migra a la glandula salival de la garrapata por lo tanto
el perro debe comerse la garrapata para infectarse. Los ooquistes se encuentran en el
hemocele a las 96 horas posteriores al consumo de sangre parasitada, y como adultas,
resultan infecciosas para los perros al dia 53 del mismo (Baneth y col., 2001; Baneth y
col., 2007).

La garrapata adquiere la infeccion con Hepatozoon canis durante el estado de ninfa, los
ooquistes maduran mientras la garrapata muda al estado de adulto y la transmisién se
produce por el estado de adulto (Baneth y col., 2001; Baneth y col., 2007). Esto lo

diferencia de Hepatozoon americanum, en el cual el estado larval de la garrapata también
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puede infectarse, resultando una ninfa que contiene ooquistes viables capaces de

transmitir la enfermedad.

La garrapata Rhipicephalus sanguineus es el principal vector de Hepatozoon canis
(Christophers, 1907; Christophers, 1912; Baneth y col., 2007) y es altamente susceptible a
la infeccion (Baneth y col., 2001).

El ciclo de vida de Hepatozoon canis dura 81 dias (Baneth y col., 2007).

La hepatozoonosis es transmitida a través de la ingestion de una garrapata infectada, a
diferencia de lo que ocurre en las demas enfermedades transmitidas por garrapatas, en
las que el vector hemato6fago, transmite el agente via glandulas salivares durante el
consumo de sangre. La mayoria de los protozoos transmitidos por vectores, son
transmitidos por su huésped hematéfago durante el consumo de sangre via glandulas
salivares, el Hepatozoon en cambio, se transmite por la ingestion de un artrépodo
conteniendo ooquistes maduros por el huésped intermediario vertebrado. Esto ocurre
cuando el perro se lame o cuando se alimenta de presas infestadas por garrapatas
(Smith, 1996; Vincent-Johnson y col., 1997).

También se da la transmision intrauterina de Hepatozoon canis de la madre a los
cachorros (Murata y col., 1993; Baneth y Weigler, 1997) y no se conoce aun si se produce
a través de la ingestién de quistes tisulares durante la predacion de un vertebrado
infectado (Allen y col., 2011).

El estado de meronte se encuentra en tejidos y érganos, y el estado de gamonte en las
células sanguineas del huésped vertebrado (Baneth y col., 2007). La deteccién de
gamontes en neutréfilos y monocitos sugiere que el parasito ingresa en la médula ésea a

nivel del precursor comun de éstas células (Baneth y col., 1995).

Los gamontes aparecen en circulacion luego de la ocurrencia de la merogonia en los
tejidos, por eso los perros pueden permanecer parasitados en forma latente durante
largos periodos. En estos perros con infeccion latente, ante situaciones de

inmunosupresién o cuando son expuestos a infecciones concurrentes, los merontes o
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esquizontes que se encuentran en los tejidos pueden reactivarse y reaparecer la

parasitemia y la signologia clinica (Baneth y Weigler, 1997).

No se ha podido demostrar aln, que las transfusiones sanguineas constituyan un riesgo
en esta parasitosis, tal como sucede con otros patégenos transmitidos por garrapatas,
como Babesia, Ehrlichia y Anaplasma spp., donde el perro receptor de la sangre puede
infectarse. Las transfusiones de sangre conteniendo gamontes no han logrado instalar la
infeccidn en el perro receptor. Se ha sugerido que ésto se debe, quizas, a que es
necesaria la presencia del vector artropodo conteniendo los esporozoitos infectantes para

gue se produzca la transmision.

La presentacién clinica de la infeccidon con Hepatozoon canis es muy variable. Existen tres
formas: subclinica, aguda, y crénica con fases de expresion clinica y de remisién. Muchos
de los animales infectados no presentan signos clinicos y el parasito se encuentra en
forma accidental, otros, en cambio, pueden presentar desde signos leves, hasta una
enfermedad clinica grave (Baneth y col., 1995, Baneth y col., 2003). Estas diferencias en
la presentacién parecieran depender del grado de parasitemia, del estado inmunitario del
animal y de la presencia concomitante de otros agentes infecciosos (Vincent-Johnson y
col., 1997; Baneth y col., 2003, Mundim y col., 2008).

La presentacion mas frecuente es una enfermedad leve (Mundim y col., 2008). Los perros
asintomaticos o con enfermedad leve, tienen generalmente un nivel bajo de parasitemia,
con presencia de gamontes en < del 5% de los neutréfilos, en cambio, cuando la
parasitemia es alta, los signos clinicos son severos, pudiendo llegar a un 100% de los
neutrofilos parasitados y con una leucocitosis extrema (> a 150.000 /ul) (Baneth y col.,
1995, Baneth y Weigler, 1997, Gavazza y col., 2003). Una alta parasitemia indica un gran
namero de merontes en los tejidos que causan dafio directo a los tejidos afectados,

produciendo pérdida de peso extrema y caquexia.

Los signos clinicos observados con mayor frecuencia son mucosas pélidas (Elias y
Homans, 1988; Baneth y col.,, 1995; Baneth y Weigler, 1997; Gondim y col., 1998;
Gavazza y col., 2003), pérdida de peso (Murata y col., 1991; Baneth y col., 1995; Gondim
y col., 1998), caquexia e hipertermia intermitente (Elias y Homans, 1988; Baneth y col.,
1995; Baneth y Weigler, 1997; Gondim y col., 1998; Gavazza y col., 2003). También son
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frecuentes la anorexia (Elias y Homans, 1988; Baneth y col., 1995; Baneth y Weigler,
1997; Gondim y col., 1998), la depresion (Murata y col., 1991; Baneth y col., 1995; Baneth
y Weigler, 1997) y la linfoadenomegalia (Gavazza y col., 2003). Puede haber hiperestesia
muscular, dolor a la palpacién del dorso con resistencia al movimiento, dolor a la
palpacion de los musculos del cuello, del tronco y miembros (Murata y col., 1991; Gondim
y col., 1998; Gavazza y col., 2003), conjuntivitis purulenta y rinitis. Otros signos que se
presentan con menos frecuencia son diarrea, que puede ser sanguinolenta, vémitos,
poliuria, polidipsia (Gondim y col., 1998), paraparesia y paraplejia (Elias y Homans, 1988;
Mundim y col., 2008) e ictericia. Puede haber hepato y esplenomegalia (Esarte, 2010), y
algunos autores reportan alteraciones respiratorias y pulmonares (Mundim y col., 2008).
Las lesiones Oseas proliferativas no son frecuentes, aunque se han comunicado casos en
Japon (Marchetti y col., 2009).

A pesar de que Hepatozoon canis afecta el tejido hemolinfatico y algunos 6rganos, en
Brasil se reportaron unos pocos casos con afeccion muscular. En el estudio
histopatol6gico de las biopsias de tejido muscular esquelético, se encontré degeneracion
y atrofia muscular multifocal, de moderada a marcada y zonas de regeneracion de las
miofibrillas, similar a la degeneracién muscular producida por Hepatozoon americanum.
Sin embargo, no se observaron focos de inflamacion piogranulomatosa, o estructuras
quisticas, producidas tipicamente por esta especie. Esto contrasta con otros casos
descriptos en Brasil, donde se encontraron diferentes estadios del parasito en mdultiples
organos, con excepcion del musculo (O’Dwyer y col., 2004). Se ha sugerido que en Brasil
podria haber multiples especies de Hepatozoon, o que una misma especie podria producir

diferentes presentaciones clinicas (Paludo y col., 2005).

En India se comunic6 un caso clinico de hepatozoonosis con reaccion periostica
afectando las vértebras cervicales (Priya y col., 2004), y en Jap6n se reportaron casos
clinicos con letargia, pérdida de peso, dolor y afeccién bilateral de radio, cubito, ilion y
fémur, con proliferacion de hueso periosteal, similar a lo que ocurre con Hepatozoon
americanum (Murata y col., 1991). En Italia se reportd6 un caso clinico producido por
Hepatozoon canis confirmado por PCR, que mostro en el estudio radiolégico proliferacion
periéstica en el fémur y lesiones compatibles con osteomielitis. Estas lesiones no son

observadas comunmente en los casos producidos por Hepatozoon canis, siendo tipicos
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de Hepatozoon americanum. La PCR dio similitud con Hepatozoon canis de Taiwan y
Espafa (Marchetti y col., 2009). En Israel, fue comunicado otro caso de Hepatozoon canis
confirmado por PCR, con afeccion 6sea, proliferacion marcada del periostio de humero,
radio, cubito, fémur y tibia. El paciente tenia inapetencia, letargia y dolor a la flexion de las
articulaciones de los miembros posteriores. La reaccion periostica se observo
principalmente en las diéfisis, aunque también las epifisis y metéfisis mostraban
alteraciones focales (Bitton y col., 2012). En Argentina, también se reporté un caso clinico,
en el cual el principal signo clinico fue la claudicacion de un miembro y dolor a la
palpacion. Los estudios radiologicos revelaron una lesion osteolitica que comprometia la
zona cortical en proximal del hUmero y zonas de reaccion periostica en el radio (Esarte y
col., 2010).

Se han reportado casos con presentaciones clinicas inusuales, como un nédulo alopécico
y pruriginoso en el subcutaneo (Little y Baneth, 2011), uveitis y glaucoma (Acevedo y col.,
2009) y meningoencefalomielitis (Marchetti y col., 2009).

Dado que la hepatozoonosis es una enfermedad transmitida por garrapatas, se observa
un aumento de los casos durante los meses de verano, periodo en el cual las garrapatas

son mas activas (Dantas-Torres y col., 2012).

La infeccidn se produce en animales de todas las edades, pero es mas prevalente en
animales jovenes, menores de 6 meses a 1 afio de edad (Ezeokoli y col., 1983; Mundim y
col., 1994; Gavazza y col., 2003; Mundim y col., 2008) y en animales de 5 a 10 afios
(Baneth y Weigler, 1997), aunque hay autores que informan que los animales de todas las

edades son igualmente infectados (O’Dwyer y col., 2001).

La deficiencia del sistema inmune en animales jévenes, o inducida por infecciones
concurrentes, enfermedades severas 0 por tratamientos con prednisolona o quimioterapia,
puede predisponer a la infeccibn con Hepatozoon canis o permitir la expresion de una

infeccion subclinica (Baneth y Weigler, 1997; Baneth y col., 2001; Baneth y col., 2007).

Es comun, en animales infectados con Hepatozoon canis, la presencia de otros agentes
como Ehrlichia sp. y Babesia sp., probablemente porque comparten el mismo vector

(Ogunkoya y col., 1981; Baneth y Weigler, 1997; Mylonakis y col., 2004), y otros como
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Parvovirus (Hervas y col., 1995) y Toxoplasma gondii (Harmelin y col., 1992). Por este
motivo, los signos clinicos no pueden atribuirse a este agente en forma exclusiva
(Penzhorn y Lange, 1990; Mundim y col., 1994; O’Dwyer y col., 1997; Gondim y col.,
1998; O’Dwyer y col., 2001; Mundim y col., 2008).

Hay diferentes opiniones respecto de la patogenicidad del agente, hay quienes afirman
que es un agente oportunista, otros que es un agente patégeno primario causante de

enfermedad (Gondim y col., 1998; Gavazzay col., 2003).

La alteracion hematoldégica mas comlUnmente observada es anemia normocitica
normocrémica arregenerativa (Craig y col., 1978; Mundim y col., 1992; Gavazza y col.,
2003). En cuanto a la serie blanca, puede haber leucocitosis, neutrofilia con desvio a la
izquierda, monocitosis y eosinopenia (Gondim y col., 1998; O’'Dwyer y col., 2006; Mundim
y col., 2008), aunque en los casos de baja parasitemia el recuento de leucocitos puede
ser normal. Otros autores informaron neutropenia y ausencia del desvio a la izquierda de
neutréfilos (Barton y col.,, 1985; Elias y Homans, 1988) y algunos refieren como
anormalidad hematolégica la eosinofilia (Gavazza y col., 2003; Paludo y col., 2003; Arcila
y col., 2005; Vojta y col., 2012). En los casos de parasitemia alta puede haber una

neutrofilia extrema. También se ha reportado trombocitopenia.

En cuanto a la bioguimica sanguinea, se ha observado aumento de la fosfatasa alcalina,
hipoglucemia, e hiperproteinemia con hiperglobulinemia e hipoalbuminemia (Barton y col.,
1985; Craig, 1990; Baneth y col., 1995; Baneth y Weigler, 1997; Voyvoda y col., 2004).

Los hallazgos hematoldgicos suelen ser diferentes cuando la hepatozoonosis se asocia a

otras infecciones concomitantes (Mundim y col., 2008).

A la observacién macroscoépica durante la necropsia, los hallazgos patoldgicos en los
perros infectados con Hepatozoon canis son variables. En algunos casos no se observan
lesiones en los 6rganos, aunque en otros, en especial en los graves, las principales
alteraciones patoldgicas son la esplenomegalia y la hepatomegalia, con focos necroticos
blanquecinos o grisaceos de diferentes tamafios, distribuidos en forma difusa. También

pueden encontrarse estos focos necroticos en el pancreas, en los pulmones y en la pleura
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(Baneth y col., 1995). Puede haber congestion de la mucosa gastrica y de los pulmones,

linfadenopatia y rifiones palidos (Baneth y col., 1995).

En el estudio histopatolégico de los ganglios linfaticos, médula ésea, bazo, higado,
rifones, etc., se pueden observar esquizontes o merontes maduros, de forma redondeada
u ovalada, de 30 um de diametro, conteniendo micromerozoitos dispuestos en circulo
alrededor de un nucleo central claro, adquiriendo la forma de “rayos de una rueda” en el

corte transversal .

Se pueden encontrar también, quistes pequefios monozoicos con un Unico parasito, en
improntas o en secciones histolégicas de bazo tefiidas con Giemsa o0 con Hematoxilina-
Eosina. Estos quistes monozoicos son ovales, miden 21 x 17 um, tienen una pared
prominente y contienen un zoito curvo, con un solo ndcleo situado en forma excéntrica
(Baneth y Shkap, 2003; O’Dwyer y col., 2004). Se han observado areas de inflamacion
multifocales, asociadas a la presencia de los merontes, y en el bazo y en los ganglios
linfaticos, areas de necrosis con infiltracion de células inflamatorias, con predominio de
histiocitos y un gran nimero de merontes alrededor. Estas areas de necrosis también
fueron observadas en los rifiones, en el pancreas, en los pulmones, en la pleura y en la

médula 6sea (Banethy col., 1995).

Las lesiones 6seas son raras, pero se ha reportado proliferacion del periosteo,
principalmente en las diafisis de huesos largos (Priya y col., 2004; Marchetti y col., 2009;
Esarte y col., 2010; Bitton y col., 2012).

El diagnéstico de la infeccién con Hepatozoon canis se realiza, rutinariamente, mediante
la observacion al microscopio Optico de los gamontes dentro del citoplasma de los
leucocitos (neutrdéfilos y monocitos), en extendidos de sangre coloreados con diferentes
tinciones (Metanol Giemsa, May Grunwald Giemsa, tinciones diferenciales rapidas como
Diff-Quik, Tincion 15, etc.) (Elias y Homans, 1988).

Los gamontes son grandes, miden entre 8 a 12 um de largo por 3 a 6 um de didmetro,
tienen forma elipsoidal, con una capsula gruesa y un nucleo grande central (Baneth y col.,
2003; Eljadar y col., 2013).

17



El frotis de sangre debe hacerse rapidamente para evitar la salida de los gamontes de las
células blancas, de lo contrario, se debe conservar la muestra refrigerada hasta su
procesamiento. Esta es la técnica de eleccion para el diagnostico de rutina, a pesar de
ser poco sensible y de no permitir la diferenciacibn de especies. Debido a que, en
ocasiones, la parasitemia es intermitente, o el nUmero de gametocitos circulantes es muy
bajo, éstos no siempre se detectan en sangre (Baneth y col., 2003), por este motivo, se
sugiere realizar el extendido con la capa leucocitaria (buffy coat) para aumentar las
posibilidades de observacion. Para esto, se hace un microhematocrito, luego se centrifuga
y se realizan los extendidos con la capa de glébulos blancos. Se recomienda la
realizacién de cuatro a cinco frotis para disminuir el margen de error al efectuar la
observacion (Esarte, 2010; Otranto y col., 2011). Los frotis realizados con sangre de
microcirculacion no mejoran la capacidad de diagnostico, pero la combinacion de éstos
con los realizados con sangre venosa, aumentan la probabilidad de deteccion de los
gamontes (Paludo y col., 2003; Rubini y col., 2008).

Otra forma de realizar el diagndstico es mediante la deteccidén seroldgica de anticuerpos
anti Hepatozoon canis, con pruebas de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) o de anticuerpos fluorescentes indirecta (IFA), que pueden ser Utiles para
detectar bajas parasitemias o infecciones recientes, previo a la formacion de los
gamontes. Estas pruebas tienen una sensibilidad més alta que la observacion de
extendidos sanguineos, pero no son utilizadas como técnicas de rutina (Baneth y col.,
1998 b). Existe una IFA para detectar anticuerpos que fueron reactivos con gamontes de
Hepatozoon canis, y que detecta también IgM e IgG, 16 a 39 y 22 a 43 dias después de la
infeccion, respectivamente (Shkap y col., 1994; Baneth y col., 1996; Baneth y col. 1998 b;
Inokuma y col., 1999; Karagenc y col., 2006). Baneth y col. (2000 a) desarrollaron una
prueba ELISA, con gamontes purificados de neutréfilos de sangre periférica, con un 86%
de sensibilidad y 97% de especificidad, comparable a IFA (Gonen y col., 2004; Mylonakis
y col., 2005). Las pruebas seroldgicas son utiles para el diagnéstico de perros infectados,
pero para realizarlas se necesita contar con perros con alta parasitemia como fuente
constante de antigenos, por lo que se utilizan para estudios epidemiol6gicos y no como

pruebas de rutina (Karagenc y col., 2006).
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La reaccion de PCR es otra de las técnicas utilizadas, es altamente sensible y permite,
ademas del diagndstico, la diferenciacion entre especies (Baneth y col., 2000; Mathew y
col.,, 2000; Inokuma y col.,, 2002; Criado-Fornelio y col., 2003; Paludo y col., 2005;
Karagenc y col., 2006; Forlano y col., 2007; Li y col., 2008; Vojta y col., 2009; Spolidorio y
col., 2009; Rey-Valeiron y col., 2012).

La PCR de sangre o de capa leucocitaria tiene una sensibilidad del 85,7% para la
deteccion de la infeccibn con Hepatozoon canis, y aumenta a 98% cuando la PCR se
realiza de ambas muestras en forma paralela. A pesar de ésto, es de poca aplicacion
clinica, siendo especialmente util para la realizaciébn de estudios epidemiol6gicos y de

caracterizacién de especies (Otranto y col., 2011).

La aspiracion de médula 6sea puede ser Util en perros con baja parasitemia, porque se

pueden encontrar esquizontes en diferentes etapas de desarrollo (Baneth y col., 2007).

El diagnostico postmortem se puede realizar a través de la identificacion de merontes
maduros en ganglios linfaticos, médula 6sea, bazo, higado, rifiones, etc. en el estudio
histopatologico, o de estructuras quisticas en improntas o en secciones histolégicas de

bazo, tefiidas con Giemsa o con Hematoxilina-Eosina.

Muchas drogas, entre ellas, antibidticos y agentes coccidicidas, han sido usados para el
tratamiento de la infeccion con Hepatozoon canis en perros. La respuesta al tratamiento
con las diferentes drogas antiprotozoarias utilizadas, solas o combinadas, para tratar de
eliminar la infecciébn con Hepatozoon canis, es variable; en algunos perros es efectiva, y
en otros no se logra erradicar el parasito (Baneth y col., 1995; Parra y Arraga de Alvarado,
1996; Shaw y col., 2001).

Los antiinflamatorios no esteroidales son utilizados conjuntamente con los

antiprotozoarios como tratamiento de soporte para la hipertermia y el dolor (Craig, 1990).

La droga de eleccion es el Dipropionato de Imidocarb (5-6 mg/kg), SC o IM, cada 14 dias
hasta la desaparicion de los gamontes en sangre, a pesar de que los resultados son
variables (Baneth y Weigler, 1997; Macintire, 1999; Pasa y col., 2011). Esta droga fue

usada por primera vez en perros en forma experimental en el afio 1975, y luego comenzé
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a utilizarse de rutina para el tratamiento de Babesia canis, Ehrlichia canis y Hepatozoon
canis. Usualmente una o dos aplicaciones son suficientes, pero en infecciones severas se
puede necesitar un tratamiento de hasta 8 semanas (Macintire y col., 2001). Debido a las
posibles coinfecciones con otros protozoarios transmitidos por la garrapata, se ha
sugerido la administracion de Doxiciclina (10 mg/kg), via oral, por 21 dias, conjuntamente
con Dipropionato de Imidocarb (Baneth y col., 2003).

A pesar de que el Dipropionato de Imidocarb es la droga recomendada para la
hepatozoonosis, su utilizacidon no garantiza la cura parasitolégica. En un ensayo realizado
con un numero importante de perros, en el 98% se logré la eliminaciéon de los gamontes
de la sangre dentro de las 24 hs. posteriores a la administracién de una Unica dosis, sin
embargo, en muchos casos se produjo la reaparicion de la parasitemia dentro de unas
pocas semanas (Ogunkoya, 1981). En otro estudio, se realizd el seguimiento de tres
perros tratados durante 8 meses, y se determind, mediante observacion del frotis de
sangre y de métodos moleculares, que la droga no fue efectiva para la eliminacion de los
gamontes de la sangre. Si bien, al finalizar el tratamiento, no se observaron parasitos en
las muestras de sangre por microscopia Optica, si se detectaron por PCR (Sasanelli y col.,
2010).

También se ha probado el Dipropionato de Imidocarb en combinacién con otras drogas;
administrado en forma conjunta con Tetraciclinas logré la disminucion de la parasitemia y
de los signos clinicos en un estudio realizado sobre seis perros (Elias y Homans, 1988).
Baneth y col. (1995) reportaron dos casos clinicos con alto porcentaje de parasitacion,
que fueron tratados con Dipropionato de Imidocarb y Doxiciclina. En uno de ellos, no hubo
disminuciéon de la parasitemia ni recuperacion clinica, incluso con la administracion
posterior de Aceturato de Diminaceno, y en otro, un mes después del tratamiento, el
porcentaje de neutréfilos parasitados aumentd, y a los tres meses, luego de repetir el
tratamiento, desaparecio la parasitemia. Parra y Arraga de Alvarado (1996) probaron la
Oxitetraciclina sola, y varias combinaciones de drogas, Oxitetraciclina con Dipropionato de
Imidocarb, Oxitetraciclina con Aceturato de Diminaceno, Oxitetraciclina con Ivermectina y
Trimetoprim-Sulfametoxazol. Aunque cada uno de estos ensayos se realiz6 en un muy
escaso numero de perros, los mejores resultados se obtuvieron utilizando Trimetoprim-

Sulfametoxazol.
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El Toltrazuril también ha demostrado resultados dispares en el tratamiento de las
infecciones por Hepatozoon. Estudios experimentales han demostrado su ineficacia en la
eliminacion del parasito en ratones de campo infectados, en los cuales se logré disminuir
la mortalidad, pero no erradicar la parasitemia (Krampitz y Haberkorn, 1988). El
Toltrazuril, usado en perros infectados (10 mg/kg), via oral, por 6 dias, produjo la
regresion de los signos clinicos y la normalizacion de los parametros hematologicos, pero
no elimind la infeccion (Beaufils y col., 1996). Pérez Tort y col. (2007) comunicaron la
recuperacion clinica y la desaparicion de los gamontes de la sangre de doce perros
infectados usando Toltrazuril a dosis de 14 mg/kg, via oral, una vez por dia, durante 7
dias.

Del mismo modo que ocurrié con el Dipropionato de Imidocarb, el Toltrazuril se prob6 en
combinacién con otras drogas. Voyvoda y col. (2004) utilizaron con éxito una asociacion
de Toltrazuril con Trimetoprim-Sulfametoxazol en un caso clinico, aunque el tratamiento
con Trimetoprim-Sulfametoxazol se realizé durante 25 dias y debi6 repetirse el Toltrazuril,
ya que en la primera administracién no se logré la eliminacion completa del parasito. Por
otra parte, Pasa y col. (2011) realizaron un estudio usando una combinacién de
Dipropionato de Imidocarb y Toltrazuril en seis perros, concluyendo que la incorporacion
de Toltrazuril no produjo un beneficio adicional a la terapia con Dipropionato de Imidocarb
como Unica droga. En un estudio realizado con tres grupos de once perros cada uno, se
probé la eficacia del Dipropionato de Imidocarb por un lado, y del Toltrazuril/Emodepside
en asociaciéon con Clindamicina por otro. Los resultados indicaron que las dos
terapéuticas fallaron en lograr la eliminacion del parasito; si bien se produjo una
disminuciéon del porcentaje de animales infectados, no se logré una completa cura

parasitolégica (De Tommasi y col., 2014).

A pesar de que con el tratamiento los resultados son dispares, un alto porcentaje de
perros que poseen baja parasitemia y que son tratados, se cura, sobre todo si no existen
otras enfermedades concomitantes. En ocasiones, luego del tratamiento, se logra la
mejoria clinica del paciente, aunque no se logra erradicar el pardsito de la sangre. Se
recomienda realizar el tratamiento en todos los perros infectados, incluidos aquellos con
enfermedad moderada, debido a que el nivel de parasitemia puede aumentar y desarrollar

una enfermedad severa (Baneth y Weigler, 1997).
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Hasta la fecha no hay un protocolo terapéutico que elimine la infeccién en todos los

casos, aungue si se logra la mejoria clinica del paciente.

La prevencion de la infeccidn se basa en el control de las garrapatas sobre el perro y el

ambiente mediante la utilizacién de acaricidas (Baneth y col., 2007; Otranto y col., 2010).

Para prevenir la transmisién congénita, las perras infectadas deberian ser tratadas antes
del servicio. Debido a que no esta claro si puede ocurrir la infeccion a través de la
ingestion de tejidos con ooquistes, se deberia evitar la predacion sobre mamiferos
potencialmente hospedadores del parasito (Baneth y col., 2007; Baneth, 2011). Asimismo,
a pesar de que no estd demostrada esta forma de transmision, las transfusiones

sanguineas deberian hacerse con sangre de perros donantes libres de gamontes.

Todas estas medidas son necesarias ya que no existen vacunas para la prevencién de

esta enfermedad.

Existe un solo reporte en la bibliografia de infeccion por Hepatozoon spp. en un hombre
en Filipinas con anemia e ictericia (Carlos y col., 1971). En su sangre se observaron
gamontes de Hepatozoon spp., pero no se encontraron parasitos en el higado ni en la
médula 6sea. Pareciera, por lo que se conoce hasta el momento, que Hepatozoon canis
seria un agente sin importancia patégena para el humano inmunocompetente, pero se
deben tomar las medidas de seguridad pertinentes al trabajar con perros infectados o al

tener contacto con garrapatas (lvanov y Tsachev, 2008).

Hepatozoon canis ha sido encontrado en la mayoria de los continentes, sobretodo en las
regiones de clima templado, tropical y subtropical. En Europa, se ha reportado en Francia
(Rioux y col., 1964), en Espafia (Garcia, 1990), en Grecia (Kontos y Koutinas, 1991), en
Italia (Gavazza y col., 2003), en Bulgaria (Tsachev y col., 2008), en Kosovo y Albania
(Lazriy col., 2008), en Croacia (Vojta y col., 2009), en Portugal (Cardoso y col., 2010), en
Luxemburgo (Reye y col., 2010), en Irlanda (Maguire y col., 2010), en Alemania (Menny
col., 2010) y en Polonia (Bajer y col., 2014).

En Asia, en India (James, 1905), en Irak (Wenyon, 1911), en Singapur (Laird, 1959), en

Malasia (Rajamanickam y col., 1985), en Japon (Murata y col., 1991), en Israel (Baneth y
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col., 1995), en Turquia (Voyvoda y col., 2004), en Filipinas y Tailandia (Jittapalapong y
col., 2006) y en Iran (Khoshnegah y col., 2009).

En Africa, en Sudafrica (McCully y col., 1975), en Egipto (Fahmy y col., 1977), en Nigeria
(Ezeokoli y col., 1983) y en Sudan (Oyamada y col., 2005) y en Cabo Verde (Gotsch y
col., 2009).

En América, en Argentina (Silva y col., 1999), en Venezuela (Parra y Arraga de Alvarado,
1996), en Brasil (Massard, 1979), en Colombia (Arcila y col., 2005), en Grenada (Yabsley
y col., 2008), en Estados Unidos (Allen y col., 2008) y en Costa Rica (Rojas y col., 2014).

En el aflo 1999 se comunico el primer caso diagnosticado en Argentina, en la provincia de
Buenos Aires (Silva y col., 1999) y seguidamente, en ese mismo afio, se reportaron otros
casos en la zona oeste del Gran Buenos Aires (Esarte y col., 1999). Luego, en el afio
2006, se reportaron en la misma provincia, dos casos con signologia clinica y otros cuatro
como portadores (Fernandez y col., 2006). En el afio 2007, se comunicé la presentacion
de numerosos casos de Hepatozoon canis en perros que compartian un mismo habitat, y
su tratamiento con una formulacién de toltrazuril, preparada especialmente para caninos,
en San Andrés de Giles, también de la provincia de Buenos Aires (Pérez Tort y col.,
2007). En ese mismo afio, se realiz6 la primera caracterizacion molecular de Hepatozoon
en Buenos Aires, mediante la amplificaciébn y secuenciacién de un fragmento de 650
pares de bases del gen 18S rRNA, que mostr6é fragmentos 99% idénticos a Hepatozoon
canis (Eiras y col., 2007). En el afio 2010, en la provincia de Buenos Aires, se reportd un
caso clinico con lesiones 6seas (Esarte y col.,, 2010) y en el afio 2012 en la misma
provincia, se realizé la descripcion de los signos clinicos que presentaron 50 caninos

afectados por Hepatozoon spp. entre los afios 2007 y 2008 (Pérez Tort y Petetta, 2012).

En el resto del pais se ha comunicado el hallazgo del parasito en varias provincias. En
Salta, se comunic6 el primer caso de hepatozoonosis en la provincia el afio 2009 (Alonso
y Barcos, 2009). En la ciudad de Trelew, provincia de Chubut, se reporté un caso clinico
en el afio 2010 (Beica y col., 2010). En San Luis, en el afio 2011 se comunico el primer
caso diagnosticado en esa provincia (Aubert y col., 2011). En Mendoza, se realiz6 un
estudio sobre los hallazgos clinicos y de laboratorio en ese mismo afio (Linares, 2011), y

en el 2013 en la misma provincia, en Lujan de Cuyo, se reportd la presentacién de un
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caso clinico (Guevara y col., 2013). En la provincia de Santa Fe, en el afio 2011, en la
ciudad de Esperanza, se comunic6 la presencia de Hepatozoon canis en caninos que
residian en esa ciudad (Ruiz y col., 2011; Ruiz y col., 2013 b), y en el afio 2013, se
publicé un caso en asociacidn con tumor venéreo transmisible (Ruiz y col., 2013 a). En la
misma provincia, en la ciudad de Casilda en el afio 2012, también se hallaron casos de
hepatozoonosis (Guerra y col.,, 2012) y en las localidades de Arequito y Sanford,
pertenecientes al &area de influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de Rosario, en el afio 2014 se encontraron perros con Hepatozoon
spp. (Sacchi y col., 2014). En la provincia de Entre Rios, en las ciudades de Parana y
Santa Elena, se presentaron dos casos clinicos de hepatozoonosis canina en el afio 2013
(Varisco y col., 2013).

En la Universidad Nacional de Rio Cuarto, en el afio 2002, se realizé por primera vez el
diagnoéstico de Hepatozoon spp., pero el hallazgo no fue publicado.

MATERIALES Y METODOS:
TIPO DE INVESTIGACION

Se realizé un estudio observacional descriptivo de corte transversal, para diagnosticar
Hepatozoon canis en muestras sanguineas de caninos aparentemente sanos y para medir

el grado de asociacion con distintos factores de riesgo.
POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio estuvo conformada por 100 caninos de diferente sexo, edad y
raza, que asistieron a la veterinaria ByD Salud Animal, para la realizacion de diferentes
intervenciones quirdrgicas bajo anestesia total, desde Enero 2017 hasta fines de

Noviembre 2017 en la ciudad de La Carlota (Cordoba, Argentina).
OBTENCION DE LAS MUESTRAS

A cada uno de los caninos se le extrajo dos muestras sanguineas, una por puncion del

pabellon auricular y la otra de la vena cefalica, con cada muestra se realizé un frotis que
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fue coloreado con tincién 15 para su posterior evaluacion microscépica. Posteriormente se
observaban los extendidos con microscopio Optico en 400 aumentos, determinando la
presencia del parasito intraleucocitario Hepatozoon spp., realizando una busqueda

exhaustiva del mismo en los neutrdéfilos y monocitos. (Ver Anexo)
RECOLECCION DE INFORMACION

Se recopil6 la informacién basica de cada canino, registrada por medio de un formato que
fue completado con el propietario, en el momento de recepcion del paciente. El formato
incluia: nombre del paciente, sexo, edad, procedencia del paciente, presencia de
garrapatas y control de parasitos externos usado. Estos datos fueron tomados como
variables; en el caso de la edad, se agrup6 la poblacién en tres grupos <a 1 afio,de 1 a5
afios y de mas de 5 afios; y las otras tres variables cualitativas en relacion a antecedentes
de garrapatas y al uso de control garrapaticida, se clasificaron de acuerdo a la informacién

proporcionada por los propietarios (Si/No).

ANALISIS ESTADISTICO

La informacién fue tabulada y el analisis de datos se realiz6, empleando el software
estadistico PSPPIRE 2017. Por un lado, se realizé un andlisis descriptivo de las tablas en
las que se relacionaba la presencia o ausencia del parasito con otras variables como
sexo, procedencia, etc. Por el otro, se usé esta construccion de tablas cruzadas entre
variables para obtener la distribucion de ji cuadrado, basados en el nivel de significancia

estandar para determinar asociacion o independencia entre las variables.

La elaboracion de la base de datos se realiz6 teniendo en cuenta el andlisis de las
variables que se iban a estudiar, manejando variables independientes, como “sexo” y
“edad”, diagndstico de frotis sanguineo, presencia de garrapatas y control periddico de
estas. En base a lo anterior, se determiné la asociacion entre los factores de riesgo,
segun las diferentes variables manejadas con relacién a la presencia de los gamontes del

Hepatozoon canis, de acuerdo a cada técnica de diagnostico de microscopia utilizada.
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Para determinar la presencia de al menos un caso de Hepatozzon sp. el tamafio de
muestra calculado fue de 15 perros, considerando una prevalencia estimada del 20%

(Vidal y col, 2015) y la poblacién canina de La Carlota compuesta por 5000 individuos.
Formula:

Log nat (1-Confianza) / Log nat q
Siendo, P = Prevalenciayg=1-P
P=0,1yC=0,95

Luego para establecer la prevalencia, el tamafio de muestra calculado fue de 100 caninos,
teniendo en cuenta una poblacién 5000 caninos de la ciudad de La Carlota, con una
confianza del 95%, precision del 3% y prevalencia de 2,42%. La prevalencia de
parasitosis estimada fue tomada de datos aportado por Ruiz y col, 2011 a partir de su
trabajo realizado sobre “Hallazgo de Hepatozoon canis en la ciudad de Esperanza, Santa

Fe, Argentina.”

Z2*P*Q/d2
Siendo, d = precisién (escalade 0 a 1)
P = proporcién estimada Q = 1-P
P=0.1;,7295%=1,96y D = 0,02

RESULTADOS

Se analizaron un total de 100 muestras, 6ptimas para la realizaciéon de las técnicas de
diagnéstico seleccionadas para el mismo. La Tabla 1 muestra las caracteristicas de los
animales muestreados Yy los factores de riesgo evaluados relacionados con el manejo de

la garrapata vector.

26



Tabla 1 CARACTERISTICASDE LA POBLACION EN ESTUDIO

FACTOR TOTAL %
SEXO

Hembras 86 86
Machos 14 14
EDAD

<1 afio 18 18

1 a 5 afios 57 57

> 5 afios 25 25
PROCEDENCIA

Conduefio 64 64
Sin duefio 36 36
PRESENCIA DE GARRAPATAS
Si 36 36
No 64 64
USO DE CONTROL GARRAPATICIDA
Si 59 59
No 41 41

TABLA 2. RELACION CON LA VARIABLE SEXO.

SEXO PRESENCIA DE AUSENCIA DE TOTAL
PARASITO PARASITO

MACHO 0 14 14

HEMBRA 28 58 86

TOTAL 28 72 100

Como se observa en la tabla 2, del total de caninos incluidos en el estudio: 14 machos

(14%) y 86 hembras (86%), no se encontraron machos positivos a H. canis, del total de

animales muestreados (100), aparentemente sanos. Mientras que el total de positivos

encontrados (28%) se encuentran localizados en la poblacion de hembras de la muestra

tomada.
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TABLA 3. RELACION CON LA VARIABLE EDAD.

EDAD PRESENCIA DE AUSENCIA DE TOTAL
PARASITO PARASITO

HASTA 1 ANO DE | 2 16 18

EDAD

DE 1 A5 ANOS 15 42 57

DE EDAD

DE 5 ANOS Y 11 14 25

MAS

TOTAL 28 72 100

De acuerdo a los datos arrojados en la tabla 3, se encontré que el mayor nimero de
caninos positivos a H. canis, son perros mayores de 5 afios debido a que de 11 de un
total de 25 lo poseian. Les siguen los de mediana edad entre los 1 a 5 afios (15 de los
57 de estas edades), y por ultimo los menores de 1 afio con solo 2 de 18 muestras.

TABLA 4. RELACION CON LA VARIABLE PROCEDENCIA.

PROCEDENCIA PRESENCIA DE AUSENCIA DE TOTAL
PARASITO PARASITO

CON DUENO 16 48 64

SIN DUENO- 12 24 36

REFUGIO

TOTAL 28 72 100

Se observd a partir de los resultados obtenidos en la tabla 4 que la presencia de parasito
se encuentra en 16 de 64 canes cuya procedencia se caracteriza por ser desde el
nacimiento con duefios, lo cual representa un 25 % de la poblacién con duefios, mientras
que los canes que provenian de refugios de nuestra ciudad o que fueron adoptados en
los mismos, se encuentra la presencia del parasito en 12 de 36 con estas caracteristicas

de procedencia, lo cual representa un 33%.
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TABLA 5. RELACION CON LA VARIABLE PRESENCIA DE GARRAPATAS.

PRESENCIA DE PRESENCIA DE AUSENCIA DE TOTAL
GARRAPATAS PARASITO PARASITO

PRESENCIA DE 9 27 36
GARRAPATAS

AUSENCIA DE 19 45 64
GARRAPATAS

TOTAL 28 72 100

La tabla 5 arroja como resultados que 9 de las 28 muestras que presentaban el parasito,
provenian de animales que tenian la presencia del vector al momento del muestreo,

mientras que los 19 restantes no los presentaba.

TABLA 6. RELACION CON LA VARIABLE CONTROL DEL VECTOR.

CONTROL DEL PRESENCIA DE AUSENCIA DE TOTAL
VECTOR PARASITO PARASITO

CON CONTROL 14 45 59
PERIODICO DEL

VECTOR

SIN CONTROL 14 27 41
PERIODICO DEL

VECTOR

TOTAL 28 72 100

Por ultimo, en la tabla 6 se observa que de los 28 animales con presencia del parasito, 14
correspondian a los que se le realizaba control periddico del vector y los otros 14 a los
que no. Pese a ello, es mayor la cantidad de pacientes que presentaban el parasito que
no tenian control periodico de vectores (14 de 41) que aquellos que si lo tenian (14 de
59).

De acuerdo a la prueba ji cuadrado de validacion de hipétesis, se observd debido a que
la mayor parte de los caninos muestreados y diagnosticados fueron hembras su relacion
significativa de este sexo con la presencia del parasito, mientras que no se evidencia
relacion de edad, presencia 0 no de vectores, con la procedencia y el control o no de

vectores.
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Tabla 7. Reporte asociado a prueba ji cuadrado de relacion de variables con la

presencia o no del parasito.

Ji Cuadrado v/0,05

RELACION CON LA VARIABLE SEXO 6,33 V 1- 3,84
RELACION CON LA VARIABLE EDAD 5,80 V2- 5,99
RELACION CON LA VARIABLE PROCEDENCIA 0,79 V 1-3,84
RELACION CON LA VARIABLE PRESENCIA DE 0,25 V 1-3,84
GARRAPATA

RELACION CON LA VARIABLE CONTROL DEL 1,30 V 1-3,84
VECTOR
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Discusion:

La presentacion clinica de la infeccibn con Hepatozoon canis es muy variable. Existen
tres formas: subclinica, aguda, y crénica con fases de expresion clinica y de remisién.
Muchos de los animales infectados no presentan signos clinicos y el parasito se
encuentra en forma accidental, otros, en cambio, pueden presentar desde signos leves,
hasta una enfermedad clinica grave (Baneth y col., 1995, Baneth y col., 2003). Estas
diferencias en la presentacion parecieran depender del grado de parasitemia, del estado
inmunitario del animal y de la presencia concomitante de otros agentes infecciosos
(Vincent-Johnson y col., 1997; Baneth y col., 2003, Mundim y col., 2008).

La presentacién mas frecuente es una enfermedad leve (Mundim y col., 2008). Aspectos
gue podrian coincidir con lo que se han observado en el presente estudio ya que la
positividad encontrada en esta investigacion, confirmé que la infeccién por H. canis se da
frecuentemente en pacientes aparentemente sanos, asi como lo hallado por Karagenc en
2006, Eiras y col. en 2007, y Pérez y Petetta en 2012. Por ende, son portadores
asintomaticos que contribuyen a la persistencia y expansién de la infeccién, diseminando
silenciosamente el hemoprotozoario por medio de la garrapata Rhipicephalus sanguineus;
siendo éste un argumento mas, para realizar un enfoque hacia el control de esta

ectoparasitosis (Pérez y Petetta, 2012).

Es comudn, en animales infectados con Hepatozoon canis, la presencia de otros agentes
como Ehrlichia sp. y Babesia sp., probablemente porque comparten el mismo vector
(Ogunkoya y col., 1981; Baneth y Weigler, 1997; Mylonakis y col., 2004), y otros como
Parvovirus (Hervas y col., 1995) y Toxoplasma gondii (Harmelin y col., 1992). Por este
motivo, los signos clinicos no pueden atribuirse a este agente en forma exclusiva
(Penzhorn y Lange, 1990; Mundim y col., 1994; O’Dwyer y col., 1997; Gondim y col.,
1998; O’'Dwyer y col., 2001; Mundim y col., 2008). En este punto, es oportuno mencionar
que en el estudio realizado no se encontraron tampoco otro tipo de parasitos susceptibles

de diagnéstico a través de frotis sanguineo.

Hay diferentes opiniones respecto de la patogenicidad del agente, hay quienes afirman
que es un agente oportunista, otros que es un agente patdgeno primario causante de

enfermedad (Gondim y col., 1998; Gavazzay col., 2003).
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A partir de los resultados obtenidos, se podria inferir que existe una relacion significativa
entre la procedencia del paciente, el antecedente de control de garrapatas en el animal,
la presencia del vector al momento de la muestra y la presencia del agente en el frotis
sanguineo. Esto se observa ya que el mayor porcentaje de presencia del parasito se dio
en aquellos pacientes que no tenian un control periédico del vector y en canes que
provenian de refugios de nuestra ciudad o que fueron adoptados en los mismos. Estos
datos permitirian inferir que puede deberse a un menor control que tienen estos animales
de los vectores y las condiciones de alimentacion y de vida que tienen los mismos. Por
este motivo también, puede ser que se observa una mayor presencia del hemoparasito en

canes mayores 5 afios.

Adicionalmente se encontré que en el ciclo de infeccién, juegan un papel importante los
aspectos de manejo, al limitar el contacto con el vector; siendo también importantes
factores predisponentes como la edad y el sexo. De igual manera, las caracteristicas
propias del agente facilitan la permanencia del mismo en la poblaciéon canina de la zona,
al actuar como oportunista. Ante la diversidad de signos clinicos, en la mayoria de
pacientes, ausentes, y las limitaciones de diagndéstico que se han discutido a lo largo del
estudio, es absolutamente necesario que tanto el clinico como el veterinario de
laboratorio, cuente con el conocimiento suficiente sobre el comportamiento, presentacion,
ciclo y transmision del protozoario; de manera que se pueda tener una adecuada
aproximacion al diagnéstico del mismo. Por ende, la importancia en la prevencion de la
garrapata marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus), para realizar controles periédicos
y eficientes con acaricidas al reducir el riesgo de contagio; regulando de igual manera, la
interaccion con otros caninos potencialmente infectados y limitando el desplazamiento del

animal a zonas endémicas. (Ruiz y cols, 2011).

Debido a la ausencia de machos positivo y que la mayor parte de la muestra estaba
formada por hembras, se puso de manifiesto una relacién significativa entre sexo y la
presencia del pardsito. Investigadores aseguran inexistencia en la predisposicion para
alguna raza o sexo en particular, porque su presentacion esta asociada a las
caracteristicas conductuales que favorecen el contacto del animal con el vector (Ruiz et

al., 2013). Aunque, Karagenc y colaboradores (2006) y Pasa y colaboradores (2009)
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sugieran lo contrario, al afirmar en sus estudios en Turquia, que las hembras caninas son

mas propensas a la infeccién por H. canis que los machos.

Por los resultados obtenidos en este estudio, se puede presumir que uno de cada cuatro
perros estan infectados con el patdgeno, sin presentar signos clinicos de enfermedad, de
agui la importancia de detectar estos animales para poder instaurar el tratamiento
correspondiente y asi evitar la propagacion del parasito en la poblacién de garrapatas y
caninos locales, ademas de generar un control mas sistematico de garrapatas, sobre todo
en épocas favorables para estas. Ya que la prevencion mas eficaz de la infeccion se basa
en el control de las garrapatas sobre el perro y el ambiente mediante la utilizacién de
acaricidas (Baneth y col., 2007; Otranto y col., 2010).

A partir de la observacion de la elevada presencia de Rhipicephalus sanguineus en la
ciudad de La Carlota, la ausencia de un control sistematico del vector debido a la dificil
implementacién de un programa integral sobre toda la poblacién canina existente, ademas
de la creciente problematica de caninos callejeros o vagabundos que favorecen el ciclo
vital del vector, se hace cada vez mas dificil, sobre todo en afos secos el control
sistematico y adecuado para prevenir la presencia de esta garrapata, pivot fundamental

en la propagacion de Hepatozoon spp..

El diagnéstico de la infeccién con Hepatozoon canis se realiza, rutinariamente, mediante
la observacion al microscopio Optico de los gamontes dentro del citoplasma de los
leucocitos (neutrdéfilos y monocitos), en extendidos de sangre coloreados con diferentes
tinciones (Metanol Giemsa, May Grunwald Giemsa, tinciones diferenciales rapidas como
Diff-Quik, Tincién 15, etc.) (Elias y Homans, 1988).

Los gamontes son grandes, miden entre 8 a 12 um de largo por 3 a 6 um de diametro,
tienen forma elipsoidal, con una capsula gruesa y un nicleo grande central (Baneth y col.,
2003; Eljadar y col., 2013).

De acuerdo a esta investigacion, se concluye que como método diagndstico util y eficiente
sin incluir técnicas avanzadas en cuanto a costo y tecnologia, es mediante la deteccion

microscopica intracelular de gamontes de H. canis en extendidos de sangre entera sin
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hallar diferencias estadisticamente significativas entre muestras de sangre periférica u

muestras de sangre central.
CONCLUSIONES

En funcion de los objetivos planteados en el presente estudio se puede concluir que se
corrobora que la Hepatozoonosis canina es una enfermedad presente en la ciudad de La
Carlota (Cordoba).. Los resultados sugieren que la infeccién por Hepatozoon canis en la
zona podria ser bastante alta, debido al nimero de pacientes diagnosticados en una
pequefa proporcion de poblacién, obtenida en solo una veterinaria. Se confirma la
presencia de este protozoo en animales aparentemente sanos, al diagnosticar 28

muestras positivas de un total de 100 muestras procesadas.

Con respecto a la comparacion de los resultados a partir de muestras de sangre periférica
y central, se concluye que éstos métodos de diagndéstico resultan muy Utiles y eficientes
sin incluir técnicas avanzadas en cuanto a costo y tecnologia, mediante la deteccion
microscopica intracelular de gamontes de H. canis en extendidos de sangre entera sin
hallar diferencias estadisticamente significativas entre muestras de sangre periférica u

muestras de sangre central.

Por dltimo, al evaluar la presencia del parasito en relacién a diferentes factores de riesgo
asociados a ello, se podria inferir que existe una relacion significativa entre la procedencia
del paciente, el antecedente de control de garrapatas en el animal, la presencia del vector
al momento de la muestra y la presencia del agente en el frotis sanguineo. Esto se
observa ya que el mayor porcentaje de presencia del parasito se dio en aquellos
pacientes que no tenian un control periédico del vector y en canes que provenian de
refugios de nuestra ciudad o que fueron adoptados en los mismos. Estos datos permitirian
inferir que puede deberse a un menor control que tienen estos animales de los vectores y
las condiciones de alimentacion y de vida que tienen los mismos. Por este motivo
también, puede ser que se observa una mayor presencia del hemoparésito en canes

mayores 5 afios.

Como consideracion final, siguiendo a Ruiz y cols 2011, se requiere generar

investigaciones de seguimiento epidemiologico, para evaluar planes de manejo y control
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tanto de la enfermedad como de la garrapata vector, independientemente de la zona de
residencia del animal o estacionalidad del afio, tal como lo siguieren los estudios previos
en el pais; considerando los factores de riesgo identificados u otros que puedan llegar a
ser prescindibles para la presentacion de esta infeccion. Asi mismo, es de vital
importancia la actualizacion constante de los profesionales, independientemente la rama
de accién para contribuir a un diagnostico correcto y tratamiento oportuno para mitigar la
presentacion de este protozoario
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ANEXO

DESARROLLO DE LA PRACTICA
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1. Extraccion de la
muestra de sangre
central

2. Realizacioén del frotis
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3. Se utilizo un sistema rapido de tincion manual para sangre y tejido. (Tincién
15)

a) Se introdujo el
contenido en el
fijador por 10
segundos, se
enjuaga con agua
destilada. Se
escurre luego con
papel absorvente.

b) Se coloca el mismo
en la solucion A
durante 10
segundos, se
enjuaga con agua
destilada. Se
escurre luego con
papel absorvente

c) Por ultimo, se lo
coloca en en la
solucion B durante
10 segundos, se
enjuaga con agua
destilada. Se
escurre luego con
papel absorvente
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4. La dejamos secar.

5. Una vez seca,
la observamos en
microscopio.
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6. Una de las muestras observadas que dieron positivo:
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