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RESUMEN

En la ciudad de Cordoba la hepatozoonosis se encuentra presente en la poblacion
canina desde hace unos afos. Con el fin de profundizar en el conocimiento sobre la
enfermedad en la zona, se evaluaron los hallazgos hematolégicos y bioquimicos de
muestras de sangre canina remitidas por veterinarios clinicos al Laboratorio MEV. Durante el
periodo 2016-2018, 31 perros fueron diagnosticados con Hepatozoon sp. mediante la
observacion de gamontes en los frotis sanguineos coloreados. Los hallazgos principales
fueron: anemia (54,84 %), leucocitosis (54,84 %), desvio a la izquierda (48,39 %), aumento
de la fosfatasa alcalina (54,84 %) e hipoalbuminemia (45,16 %). La mayoria de los casos se
presentaron con parasitemia moderada (54,84 %) y elevada (29,03 %). La co-infeccién con
piroplasmas intraeritrocitarios (probablemente Babesia sp.) estuvo presente en 1 caso y con
morulas de Ehrlichia canis en 2 casos. Se presume que la especie de Hepatozoon implicada
en la region es Hepatozoon canis ya que es la Unica confirmada en el pais y responde a la
sintomatologia clinica y resultados de laboratorio esperados respecto de la bibliografia
consultada. Los hallazgos hematoldgicos y bioquimicos que la caracterizan permiten orientar
al diagnéstico de la enfermedad. Es importante incrementar la divulgacion de la presencia

de esta enfermedad en la zona de estudio ya que generalmente es sub-diagnosticada.

Palabras claves: Hepatozoon canis; perros; diagndstico; co-infecciones; Cérdoba.



ABSTRACT

In the city of Cordoba, hepatozoonosis has been present in the dog population for some
years. In order to improve the knowledge about the disease in the area, the hematological
and biochemical findings of canine blood samples collected by clinical veterinarians were
evaluated at MEV Laboratory. During the 2016-2018 period, 31 dogs were diagnosed with
Hepatozoon sp. by observing gamonts in stained blood smears. The main findings were:
anemia (54.84%), leukocytosis (54.84%), left shift (48.39%), increase in alkaline
phosphatase (54.84%) and hypoalbuminemia (45.16%). Most cases presented with
moderate (54.84%) and high (29.03%) parasitemia. Co-infection with intraerythrocytic
piroplasms (probably Babesia sp.) was present in one case, and with Ehrlichia canis morulae
in two cases. It is presumed that the Hepatozoon specie involved in the region is Hepatozoon
canis since it is the only confirmed in the country and responds to the clinical symptoms and
laboratory results expected from the consulted literature. The hematological and biochemical
findings allow to guide the diagnosis of the disease. It is important to increase the divulgation
of the presence of this parasite disease in the study area since it is generally under-

diagnosed.

Keywords: Hepatozoon canis; dogs; diagnosis; co-infections; Cérdoba.



1. INTRODUCCION

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria causada por un protozoario
sanguineo del phylum Apicomplexa, orden Eucoccidiorida, suborden Adeleorina, familia
Hepatozoidae (Singla y col., 2017) del género Hepatozoon (Guevara y col., 2014). En la
actualidad existen dos especies que infectan al perro doméstico, Hepatozoon canis y H.
americanum (Baneth y col., 2000). Hepatozoon canis es transmitido principalmente por la
garrapata Rhipicephalus sanguineus (Baneth y col., 2007; Dantas- Torres, 2011) y ademas
se sugieren otras especies como vectores potenciales que incluyen a Haemaphysalis
longicornis 'y Haemaphysalis flava en Japén (Baneth 2003; Rubini y col.,, 2009) y
Amblyomma ovale en Brasil (Dantas- Torres, 2011; Duarte y col., 2016; Rubini y col., 2009).
La especie H. americanum es transmitida por Amblyomma maculatum (Mathew y col.,
1998).

Hepatozoon canis fue observado por primera vez en la India por Bentley en el afio
1905. En el mismo afio James observé los protozoos en el citoplasma de los leucocitos de
sangre periférica y los clasific6 como Leucocitozoon. En 1910 al revisar los comentarios de
Bentley y James, Wenyon sugirié reemplazar el nombre por Hepatozoon (Duarte y col.,
2016).

El primer caso de hepatozoonosis canina descripto en Argentina fue en Buenos Aires
en el ano 1999 (Silva y col., 1999) posteriormente el agente fue identificado genotipicamente
como H. canis (Eiras y col.,, 2007). Hasta el momento, esta especie ha sido la uUnica
encontrada en nuestro pais. Hay varios informes de la enfermedad en las provincias de
Santa Fe, Salta, Chubut, San Luis, Mendoza, Entre Rios, Buenos Aires (Vezzani y col.,
2017), La Pampa (Adagio y col., 2014) y Cérdoba (Fader y col., 2017; Rossi y col., 2018;
Van Muylem, 2014).

La distribucion geografica de la hepatozoonosis canina tiene relacion directa con la
distribucion de su agente vector; H. canis es cosmopolita y H. americanum se encuentra
solamente en perros de Norteamérica (Zajac y Conboy, 2012). La enfermedad es estacional

(en coincidencia con la época de mayor cantidad de garrapatas), afecta a caninos
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domésticos y silvestres y también a otras especies animales como felinos, aves y reptiles
(Adagio y col., 2014).

La infeccion por Hepatozoon spp. en caninos ocurre por la ingestion de garrapatas o
partes de garrapatas que contienen ooquistes con esporozoitos infectantes del parasito o
por consumo de carne parasitada durante la depredacion (Baneth, 2011). Este ultimo
mecanismo posee escasa importancia epidemioldgica en perros domésticos. Por otro lado,
en el caso de H. canis se ha comprobado la transmision vertical de perras gestantes a sus
crias (Baneth, 2011; Murata y col.,, 1993), y se sospecha que ocurre lo mismo con
H. americanum, aunque aun no ha sido confirmado (Allen y col., 2011).

Las dos especies de Hepatozoon se diferencian por el tropismo tisular y su expresion
clinica. En el perro, los gamontes se alojan en neutréfilos y en menor medida en monocitos
(H. canis y H. americanum); los merontes se alojan en musculo esquelético (H. americanum)
0 en organos hemolinfaticos (H. canis) de perros, gatos y varios carnivoros salvajes.
Hepatozoon canis causa una afeccién que puede variar de subclinica a severa, mientras

que H. americanum es mucho mas grave y frecuentemente letal (Zajac y Conboy, 2012).

1.1 Ciclo biolégico

Se desarrollaran conceptos relacionados al ciclo biolégico de H. canis ya que es el
agente que reviste importancia en el area de estudio.

Los perros adquieren la infeccion con H. canis principalmente al ingerir garrapatas
infectadas con ooquistes maduros del parasito. Los ooquistes ingeridos contienen
esporocistos con esporozoitos en su interior que son liberados en la luz del intestino del
perro. Estos atraviesan la pared intestinal e invaden células del sistema circulatorio,
transportandose de esta manera a los tejidos (Gavazza y col., 2003). La esquizogonia o
merogonia tiene lugar principalmente en el sistema hemolinfatico. Los esquizontes o
merontes resultantes pueden ser de dos tipos: macromerontes que contienen

macromerozoitos y micromerontes que contienen micromerozoitos (Unzaga y col., 2012),



los que transcurridos 28 dias post- infeccion invaden el citoplasma de los neutrdfilos y en
menor medida el de los monocitos diferenciandose a gamontes (Baneth y col., 2001).
Cuando los vectores ingieren sangre infectada, los gamontes evolucionan a gametos;
estos se fusionan produciendo un ooquineto que penetra la pared intestinal del vector y
alcanza hemocele donde se realiza la esporogonia. Se producen alli los ooquistes maduros
que contienen esporocistos en su interior que a su vez contienen 12 a 24 esporozoitos

infectantes cada uno (Vignau y col., 2005).

1.2 Vector principal: Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus sanguineus, comunmente llamada “garrapata marrén del perro”, se
encuentra distribuida a nivel mundial y es el agente transmisor de diversos patdégenos que
producen enfermedades en el perro y ocasionalmente en el hombre. Esta garrapata se
puede encontrar en perros de areas rurales y urbanas (Dantas-Torres, 2010). En regiones
tropicales y subtropicales puede encontrarse todo el afio (Gonzales-Acufia y col., 2006), su
alta tasa de reproduccion, infestacion y longevidad le ha permitido adaptar su ciclo biolégico
al ambiente doméstico y peri-doméstico donde las condiciones ecoldgicas le son favorables
(Garcia y col., 2007). Estan adaptadas a vivir en zonas en que las temperaturas no le son
favorables debido a las calefacciones centrales, generando grandes poblaciones en los
hogares, protectoras de animales y hospitales veterinarios (Bowman y col., 2004). En
paises con cuatro estaciones bien definidas son mas abundantes en primavera y verano
(Gonzales-Acuia y col., 2006).

En el perro, las garrapatas adultas se localizan fundamentalmente en las orejas, a lo
largo de la nuca, en los espacios interdigitales y dorso (Labruna, 2004; Tesouro Diez y Sainz
Rodriguez, 2001). Las larvas y las ninfas (Imagen 1) normalmente se alojan en las areas de
pelo largo del cuello. En infestaciones masivas todos los estadios de la garrapata pueden
encontrarse en la mayoria de las regiones del cuerpo (Tesouro Diez y Sainz Rodriguez,
2001). La prevalencia de R. sanguineus en perros puede variar tanto geograficamente como

estacionalmente. Ademas, existen variaciones poblacionales e individuales. El predominio



es mayor en perros callejeros o semi-domiciliarios (generalmente no tratados contra los
ectoparasitos) en comparacion con los perros domiciliados. En perros jovenes aumenta la
prevalencia de esta garrapata en comparacion con los mas viejos. En cuanto al sexo del
animal, es mayor la predisposicion en machos que en hembras (Dantas-Torres, 2010).
Algunas razas son aparentemente mas susceptibles que otras (Dantas-Torres, 2008;
Dantas-Torres, 2010).

La garrapata marron del perro, ademas puede transmitir otras enfermedades como la
babesiosis y la ehrlichiosis (Dantas- Torres, 2008; Zajac y Conboy, 2012). Estas, a
diferencia de la hepatozoonosis son transmitidas mediante la picadura del vector (Gal y col.,

2007).

Imagen 1: etapas inmaduras y adultas de Rhipicephalus sanguineus. a: larva (montada en

medio de Hoyer). b: ninfa (montada en el medio de Hoyer). c: hembra. d: macho.

1.3 Co-infecciones con otros agentes transmitidos por garrapatas

En los perros las infecciones simultaneas con hemoparasitos son relativamente

comunes y es posible la invasibn de la misma célula sanguinea por dos patdégenos



diferentes (Baneth y col.,, 2015). Las co-infecciones de patdgenos asociados a R.
sanguineus como Ehrlichia canis y Babesia canis son frecuentes (Cicuttin y De Salvo, 2017).
En Estados Unidos se han descrito infecciones sincronicas de H. canis y H.

americanum (Allen y col., 2011; Little y Baneth, 2011).

1.4 Sintomatologia clinica

La hepatozoonosis estd considerada como una enfermedad parasitologicamente
incurable y, en la mayoria de los casos, clinicamente tratable (Eiras y Scodellaro, 2012). Las
infecciones por H. canis pueden variar desde subclinicas y crénicas a graves y
potencialmente mortales. Diversas condiciones predisponen a que el protozoario provoque
la patologia. Estas condiciones estan relacionadas a defectos genéticos en los neutrdfilos,
sistema inmune inmaduro (menores a 6 meses de edad), condiciones o terapias
inmunosupresoras (Allen y col., 2011; Eiras y col., 2007) y co-infecciones con diversos
agentes como Toxoplasma gondii, Babesia canis, Leishmania spp., Ehrlichia spp., Dirofilaria
immitis, parvovirus y distemper canino (Vignau y col., 2005). En caso de presentarse
infecciones concurrentes, los signos clinicos atribuidos a la infeccién por H. canis deben
interpretarse con cuidado y diferenciarse de las manifestaciones causadas por el otro
patdgeno (Baneth, 2008).

Los hallazgos clinicos asociados a la infeccidén por H. canis estan representados por
fiebre, adelgazamiento, anorexia, letargo, linfadenomegalia, anemia (Otranto y col., 2011) y
depresion (Allen y col., 2011). Ademas, puede presentarse descarga oculo-nasal purulenta,
rigidez muscular, diarrea, anorexia y paraparesia. Las fases tisulares inducen inflamacion
piogranulomatosa y/o necrosis en diferentes 6rganos. Debido a la cronicidad de la
enfermedad puede depositarse sustancia amiloide en multiples 6rganos pudiendo generar
vasculitis y glomerulonefritis que sugiere el depdsito de complejos inmunes debido a la
infeccidon (lveli y col., 2015). Se han descrito casos de periostitis causadas por H. canis,
aunque no es una manifestacion frecuente de esta especie como si lo es en la

hepatozoonosis producida por H. americanum (Baneth, 2011).



Una parasitemia elevada se encuentra generalmente asociada con cuadros clinicos
mas severos. Las parasitemias bajas cursan normalmente con escasa o nula manifestaciéon
clinica (Baneth, 2011; Baneth y col.,, 2007). Durante los meses calidos del afio, la
parasitemia se incrementa junto con el nimero de casos clinicos (Eiras y Scodellaro, 2012).

La enfermedad es cronica y puede presentar episodios de remisiéon con parasitemias

intermitentes (Gavazza y col., 2003).

1.6 Hallazgos de laboratorio relacionados a la hepatozoonosis

Los resultados de laboratorio muestran generalmente anemia con una leucocitosis
elevada. Hay marcada neutrofilia con desvio a la izquierda y en algunos casos eosinofilia y/o
monocitosis. En la bioquimica sanguinea se observa hiperproteinemia (por
hiperglobulinemia), hipoalbuminemia y gammapatias policlonales. Hay aumento de la
fosfatasa alcalina y también puede encontrarse elevada la urea, creatinina y fosforo

inorganico (Vignau y col., 2005).

1.6 Diagnostico

El diagndstico de rutina se realiza por microscopia 6ptica al detectar gamontes de
Hepatozoon spp. en el citoplasma de neutréfilos y en menor medida de monocitos en
extendidos de sangre periférica tefiidos con tinciones hematolégicas como May Griinwald -
Giemsa (Correa, 2013) (Imagen 2). Para ello, se utilizan dos objetivos: 40x para lograr una
mayor amplitud de campo y 100x (objetivo de inmersién) para obtener una mejor
visualizacién de los detalles celulares. Los gamontes se observan como estructuras ovales
que miden de 8-12 x 3-6 ym (Zajac y Conboy, 2012) y en su interior contienen al protozoario
que puede observarse como un material excéntrico de color purpura. En ocasiones, el
parasito escapa de esta estructura capsular dejandola vacia (Walker, 2003). La ausencia de
gamontes en el frotis no descarta la infeccion (Esarte, 2010; Valenciano y col., 2016) ya que
esta prueba puede dar falsos negativos cuando la parasitemia es baja o no esta presente

(Eiras y col., 2007). En extendidos negativos se pueden realizar extendidos utilizando la
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capa flogistica, permitiendo de esta manera concentrar los leucocitos (Esarte, 2010). La
evaluacion de la infeccion de la hepatozoonosis a través del frotis sanguineo es facil y
practica, pero la morfologia de los gamontes no posibilita la diferenciacion de las diferentes
especies de Hepatozoon (Linares, 2011). También pueden realizarse aspirados de médula
Osea que revelen merontes tisulares en diferentes etapas de desarrollo, o que permite el

diagndstico en perros con baja parasitemia (O’'Dwyer, 2011).

Imagen 2: gamontes de Hepatozoon sp. en el interior de neutrofilos en sangre periférica
(aumento de 1000x). Coloracién May Grinwald — Giemsa. a: gamonte con protozoario en

su interior. b: capsula vacia.

Otra posibilidad diagnéstica es la histopatologia o citologia de tejidos de 6rganos
hemolinfaticos, en donde pueden detectarse merontes. Se lleva a cabo en médula 6sea,
bazo e higado (Lima y col., 2017). Los merontes maduros contienen micromerozoitos
dispuestos en la periferia del meronte que tienen el aspecto de "rayos de una rueda" cuando
se realiza una seccién transversal sobre el eje medio del circulo de los micromerozoitos. Los
quistes monozoicos con un solo parasito también se pueden observar en los tejidos blanco

(Baneth, 2008). Ademas, pueden realizarse estudios serolégicos para la deteccion de
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anticuerpos contra H. canis cuando los perros tienen baja parasitemia o fueron infectados
recientemente, antes de la formacién de gamontes (O’Dwyer, 2011). La prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) tiene una alta sensibilidad, principalmente en perros con
infecciones crénicas (Otranto y col., 2011). Esta técnica detecta principalmente anticuerpos
reactivos contra antigenos externos de los parasitos mientras que el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) se usa para detectar anticuerpos reactivos
contra antigenos solubles de parasitos enteros. En la prueba de ELISA la sensibilidad es del
86% y la especificidad del 97%. Respecto de la IFI, la prueba de ELISA es mas facil de
realizar y puede llevarse a cabo en grandes cantidades de sueros rapidamente (Gonen vy
col., 2004). Aunque estos métodos serolégicos pueden ser valiosos para estudios
epidemiolégicos no se realizan de manera rutinaria en el diagnéstico clinico (O’'Dwyer,
2011).

Los estudios moleculares como la PCR de sangre entera o de capa leucocitaria es el
ensayo mas sensible para la deteccion de la hepatozoonosis por H. canis en perros. Esta
técnica se puede usar también como una herramienta epidemioldgica para estudios en

areas donde la hepatozoonosis canina es endémica (Otranto y col., 2011).

1.7 Tratamiento y prevencion

El tratamiento mas usado para tratar infecciones por H. canis es la administracion
subcutanea o intramuscular de dipropionato de imidocarb en dosis de 5-6 mg/kg cada 14
dias hasta que la parasitemia detectada por frotis sanguineo sea negativa (Baneth, 2011),
usualmente se utilizan 1-2 aplicaciones, aunque en infecciones severas pueden llegar a
necesitarse hasta 8 semanas de tratamiento. Al tratamiento se le puede asociar doxiciclina
via oral 10 mg/kg durante 21 dias para tratar las posibles co-infecciones con otros
patégenos transmitidos por garrapatas. Otra alternativa, es la administracion oral de
toltrazuril 20 mg/kg por 6 dias y para mayor éxito se le puede asociar trimetroprima-

sulfametoxazol (Guendulain y col., 2017).
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Después del tratamiento se aconseja hacer estudios hematolégicos de manera
repetida y examen por frotis sanguineo hasta no encontrar gamontes en dos o tres muestras
consecutivas tomadas con dos semanas de diferencia (Gavazza y col., 2003).

Hasta la fecha, ningun tratamiento ha logrado eliminar por completo la infeccion
parasitaria, aunque si es posible lograr la remision de los signos clinicos. Es importante
destacar que muchos medicamentos utilizados para combatir la hepatozoonosis por H. canis
son eficaces también en la eliminacién de la babesiosis, la ehrlichiosis y otras enfermedades
relacionadas, por lo que gran parte de la mejoria clinica puede ser explicada debido a la
eliminacion de estas otras afecciones concomitantes (O’'Dwyer, 2011).

La prevencién consiste en el uso de acaricidas tépicos, parasiticidas ambientales, y
la precaucion de evitar la ingestion oral de garrapatas durante el aseo (Baneth, 2011).
También es importante detectar a los perros portadores asintomaticos, ya que constituyen

un reservorio de la enfermedad (Cair6 y col., 1994).

1.8 Justificacién del trabajo

La hepatozoonosis canina se diagnostica con frecuencia en los perros de la ciudad
de Cordoba (Argentina), pero hasta el momento no se han caracterizado los hallazgos
hematoldgicos y bioquimicos en los animales infectados. El presente estudio presenta de
manera descriptiva los principales hallazgos de laboratorio en perros infectados con H. canis

de la mencionada ciudad.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general
Describir y caracterizar la hepatozoonosis en perros de la ciudad de Codrdoba
mediante estudios hematoldgicos y bioquimicos.
Objetivos particulares
o Describir los hallazgos hematoldgicos y bioquimicos en perros positivos a la
presencia microscopica de H. canis.
e Relacionar los hallazgos encontrados con los antecedentes reportados en la
literatura sobre la enfermedad.
e Determinar la existencia de co-infecciones entre H. canis y otros agentes

transmitidos por garrapatas.

3. HIPOTESIS
¢ La hepatozoonosis canina se encuentra presente en la ciudad de Cérdoba.

e Las alteraciones del hemograma y la bioquimica sanguinea permiten orientar el
diagnéstico.
e La hepatozoonosis en la zona de estudio puede presentarse concomitantemente con

otros agentes transmitidos por garrapatas.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencién y conservacion de muestras

Se procesaron 31 muestras de sangre de caninos positivos a la deteccion
microscopica de gamontes de Hepatozoon sp. provenientes de veterinarias ubicadas en
distintos sectores de la ciudad de Coérdoba, derivadas al Laboratorio de Analisis Clinicos
Veterinarios “MEV”, domiciliado en Caseros 2638 Barrio Alto Alberdi, de la ciudad de

Cérdoba, durante el periodo 2016 - 2018.
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La obtencién de las muestras fue realizada por veterinarios clinicos de la zona de
estudio mediante puncién venosa yugular o cefélica, recolectando un volumen de sangre de
4 ml. Las mismas se distribuyeron en tubos plasticos con y sin anticoagulante y se
mantuvieron refrigeradas entre 4 y 10°C hasta su procesamiento. En todos los casos se

registro la edad, el sexo y la raza de los 31 pacientes estudiados.

4.2 Procesamiento de muestras

El mismo se realizé dentro de las 24 horas pos-extraccion. A todas las muestras se le
realizé hemograma y determinaciones de bioquimica sanguinea como se detalla a

continuacion.

4.2.1 Hemograma.

Las muestras se homogeneizaron manualmente y se analizaron de manera
automatica con un contador hematolégico (Mindray 2800 vet), obteniendo: hematocrito y
recuento de leucocitos. Se realiz6 a partir de cada muestra un frotis de sangre y se utiliz6 la
tincion May Grunwald - Giemsa para su coloracion. Para la observacion de los mismos se
utilizé un microscopio éptico (Arcano) y se procedié a realizar un conteo porcentual de la
formula leucocitaria (sobre 100 leucocitos a un aumento de 1000x), se calculd a partir de los
mismos los valores absolutos de: neutréfilos (inmaduros y segmentados), eosindfilos,
linfocitos y monocitos. Se buscé la presencia de gamontes de Hepatozoon spp. y otros
patdgenos de transmision vectorial. En cuanto a los gamontes, la parasitemia absoluta se
calculé multiplicando el porcentaje de neutréfilos y monocitos parasitados por el total de
neutréfilos + monocitos/ul de sangre (Eiras y col., 2007), a su vez la parasitemia se clasificd
como: baja (<100 gamontes/pl), moderada (100-800 gamontes/pl) y elevada (>800

gamontes/pl) (Vezzaniy col., 2017).

4.2.2 Bioquimica sanguinea
Las muestras de sangre sin anticoagulante se incubaron 20 minutos en bafio térmico

a 37°C para facilitar la separacion del coagulo, se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10
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minutos. Con el suero obtenido se realizaron determinaciones cinéticas y colorimétricas de:
urea, creatinina, glutdmico-oxalacético-transaminasa (GOT) o aspartato aminotransferasa
(AST), glutamico-piruvico-transaminasa (GPT) o alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa
alcalina (FAL), proteinas totales y albumina.

Las lecturas de dichas determinaciones se llevaron a cabo con el espectrofotometro
Metrolab 1600 DR (Wiener Lab).

En el anexo 1 se detallan los valores de referencia hematoldgicos y bioquimicos que

fueron utilizados en el presente estudio.

4.3 Determinacioén de co-infecciones

Se realiz6 mediante la observacidn microscopica de los mismos extendidos
sanguineos coloreados utilizados para la deteccion de gamontes de H. canis. En ellos se
buscaron formas sanguineas de otros agentes de transmisién vectorial como merozoitos
intraeritrocitarios de piroplasmas y moérulas intraleucocitarias de E. canis. Las muestras
positivas a la deteccién microscépica de E. canis se evaluaron a su vez a través de un test
rapido de inmunocromatografia sobre membrana (SpeedEhrli — Virbac). EI mismo permite
detectar anticuerpos anti-E. canis de manera cualitativa aportando un complemento al

diagndstico microscopico.

5. RESULTADOS

De los 31 perros positivos a la infeccion con Hepatozoon, 15 fueron hembras (48,39
%) y 16 machos (51,61 %). De raza pura 4 de ellos (12,90%) y 27 mestizos (87,10 %). La
edad de los animales varié desde los 2 meses hasta los 10 afios; 10 de ellos menores de un
afio y 21 de un ano o mas.

Las alteraciones hematolégicas fueron anemia y leucocitosis, que estuvieron
presentes en 17 pacientes (54,84 %). En el leucograma se observé un desvio a la izquierda
en 15 casos (48,39 %). De estos ultimos, 7 animales (22,58%) presentaron parasitemia

elevada, 7 (22,58%) parasitemia moderada y 1 (3,22%) parasitemia baja. La neutrofilia fue
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encontrada en 10 pacientes (32,26 %). Los hallazgos mencionados se resumen en la
Tabla 1.

La parasitemia varié entre 51 y 4826 gamontes/ul; 5 perros (16,13 %) presentaron
parasitema baja, 17 perros (54,84 %) tuvieron parasitemia moderada y 9 elevada (29,03 %)
(Tabla 2).

Las alteraciones bioquimicas se manifestaron con un incremento de la FAL en 17
casos (54,84 %) y descenso de la albumina en 14 de ellos (45,16 %). 8 animales (25,81 %)
presentaron aumentos de urea, 2 (6,45%) de creatinina, 6 (19,35 %) de GOT, 3 (9,68 %) de
GPT y 5 (16,12%) de proteinas totales (Tabla 3).

Las co-infecciones con merozoitos piroplasmas y con mérulas de E. canis fueron
halladas en 3 de los animales estudiados (9,68%) (Tabla 4). Los resultados del test
inmunocromatografico SpeedEhrli realizado en las muestras donde fueron observadas

morulas de E. canis resultaron positivos.

Tabla 1: hallazgos hematolégicos de los 31 perros incluidos en este estudio positivos a
Hepatozoon sp. mediante frotis sanguineo.

Parametro Disminuido Normal Aumentado
Hematocrito 17 (54,84 %) 11 (35,48 %) 3 (9,68 %)
Leucocitos 1(3,22 %) 13 (41,94 %) 17(54,84 %)
Neutrdfilos inmaduros - 16 (561,61 %) 15 (48,39 %)
Neutrdéfilos segmentados 0 (0 %) 21 (67,74 %) 10 (32,26%)
Eosindfilos 7 (22,58 %) 14 (45,16 %) 10 (32,26 %)
Linfocitos 7 (22,58 %) 21 (67,74 %) 3 (9,68 %)
Monocitos - 30 (96,78 %) 13,22 %)

Tabla 2: niveles de parasitemia absoluta (gamontes/ul) de los casos estudiados (n=31).

Nivel de parasitemia Numero de casos
Baja 5 (16,13 %)
Moderada 17 (54,84%)
Elevada 9 (29,03%)
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Tabla 3: resultados de la bioquimica sanguinea de los 31 casos estudiados.

Parametro Disminuido Normal Aumentado
Urea 0 (0%) 23 (74,19 %) 8 (25,81 %)
Creatinina 1(3,22%) 28(90,32 %) 2 (6,46 %)
GOT 0 (0%) 25 (80,65 %) 6 (19,35 %)
GPT 0 (0%) 28 (90,32 %) 3 (9,68 %)
FAL 0 (0%) 14 (45,16 %) 17 (54,84 %)
Proteinas totales 5 (16,13 %) 21(67,74 %) 5 (16,13 %)
Albumina 14 (45,16%) 17 (54,84 %) 0 (0 %)

Tabla 4: co-infecciones encontradas en esta investigacién entre Hepatozoon sp. y otros
agentes transmitidos por garrapatas (n=31).

Agente Nuamero de casos
Piroplasmas intraeritrocitarios 1(3,23%)
Ehrlichia canis 2 (6,45%)

6. DISCUSION

El presente trabajo presenta y caracteriza la hepatozoonosis canina en 31 perros de
la ciudad de Cérdoba. En dichos casos, se describen los hallazgos parasitolégicos,
hematolégicos y bioquimicos y se determina la presencia de co-infeccion de H. canis con
Babesia sp. y E. canis.

La infeccion se encontré distribuida en un amplio rango de edades, presentandose
en animales de 2 meses a 10 afios de edad. Esto se corresponde a lo mencionado por
Baneth (2008) y Gavazza y col. (2003) que sefialan que la hepatozoonosis puede
encontrarse en caninos de todas las edades. Coincidiendo con varios autores (Antunes y
col., 2015; Baneth y Weigler, 1997; Gavazza y col., 2003) se encontrdé una mayor proporcion
de machos infectados que de hembras, resultado que se contrapone a lo descrito por
Linares (2011) y Pasa y col. (2009). Ademas, como se ha mencionado en la bibliografia
consultada (Antunes y col., 2015; Gébmez Martinez y col., 2015; Linares, 2011), los animales
mestizos predominaron ante los de raza. Se cree que la presentacion mas frecuente en

machos y mestizos esta asociada con caracteristicas conductuales que favorecen el
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contacto del animal con la garrapata transmisora (Ruiz y col., 2013). En este estudio la
mayoria de los perros fueron animales sin duefio provenientes de la calle, lo que incrementé
la exposicidon al vector. En un trabajo, Gomez Martinez y col. (2015) hacen referencia de la
alta prevalencia de infeccion por H. canis en perros que se encuentran en contacto directo
con la calle.

Al igual que en muchos reportes (Gondim y col., 1998; O'Dwyer, 2011; Paiz y col.,
2016; Perez Tort y Petetta, 2012; Rossi y col., 2018; Vezzani y col., 2017), la anemia resultd
ser uno de los hallazgos hematoldgicos mas importantes. Pasa y col. (2009) observaron
esta alteracion en la totalidad de los animales evaluados. La anemia puede ser causada por
la invasion del parasito en la médula 6ésea que consecuentemente produce una disminucion
en la produccion de células eritroides (Esarte, 2010). También puede ser debida a la
cronicidad de la infeccion (Chhabra y col., 2013) y/o a un origen inflamatorio en los casos
que se presenta en concomitancia con leucocitosis (Linares, 2011).

La leucocitosis fue una alteracion hematolégica destacada siendo un hallazgo
consistente con lo mencionado por algunos investigadores (Chhabra y col., 2013; Ruiz y
col., 2013; Vezzani y col., 2017). Se presentd principalmente en los casos con un nivel de
parasitemia moderada o elevada. Usualmente el recuento de leucocitos es normal en
asociacion a una parasitemia baja y aumentado en casos de parasitemia elevada (Rossi y
col., 2018). El aumento de leucocitos esta principalmente acompanado de neutrofilia de
variada intensidad junto con monocitosis. La leucocitosis y la neutrofilia pueden ser debidas
a una respuesta inflamatoria consecuente de la invasion (Esarte, 2010) y multiplicacién
tisular del protozoario, que puede ser exacerbada por infecciones secundarias
concomitantes por otros patégenos (Paiz y col., 2016). La neutrofilia que se hizo presente en
11 de los 31 animales siendo un resultado concordante con lo obtenido por Chhabra y col.
(2013). A pesar que la mayoria presento leucocitosis, un caso exhibio leucopenia. También
algunos autores (Linares, 2011; Paiz y col., 2016; Rossi y col., 2018; Vezzani y col., 2017)
obtuvieron en sus resultados una relativamente baja prevalencia de pacientes con
leucopenia. Esarte (2010) asocia esta alteracién a la inhibicién medular y ademas describe
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que la leucopenia esta relacionada con una disminucion de neutrdfilos circulantes en sangre
periférica. Por otro lado, Shimokawa y col. (2011) describen un caso de neutropenia
asociado a H. canis y hacen referencia a que es causada por el desplazamiento de los
neutrdéfilos del grupo circulante al grupo marginal debido a una inflamacion marcada o
granulopoyesis ineficaz secundaria a la lesion de la médula 6sea por drogas, toxinas,
agentes infecciosos o neoplasia.

En el leucograma, casi la mitad de los pacientes presentaron desvio a la izquierda,
resultado similar al obtenido por Paiz y col. (2016) y Vezzani y col. (2017). Linares (2011)
observo esta alteracion en un mayor porcentaje de casos.

En contraposicion a la eosinofilia encontrada por algunos autores (Eiras y col., 2007;
Gavazza y col., 2003), en este estudio la mayoria de los casos no se presentd alteracion
cuantitativa de los eosindfilos. Los casos que presentaron aumento de eosindfilos pudieron
deberse a una infeccidon reciente y reiterada por garrapatas o a la multiplicacién de
merozoitos en diferentes 6rganos (Gavazza y col.,, 2003). Esarte (2010) asocia esta
elevacién a un mayor numero de parasitos en tejido y a una menor cantidad en sangre.

Los valores de linfocitos y monocitos en la mayoria de los casos fueron normales. Sin
embargo, Gondim y col. (1998) y Rossi y col. (2018) encontraron monocitosis relacionada a
la enfermedad.

Coincidiendo con Linares (2011) y Vezzani y col. (2017), en los animales evaluados
predomind una parasitemia moderada tomando como referencia los valores absolutos
aplicados en este trabajo. Los animales que presentaron los cuadros clinicos mas graves
tuvieron niveles de parasitemia moderada o elevada a diferencia de los animales
asintomaticos o con leve sintomatologia que en su mayoria se les detectdé una parasitema
baja. Baneth y col. (2003), Karagenc y col. (2006) y Voyvoda y col. (2004) asocian los
niveles de parasitemia con la gravedad de la enfermedad, siendo la parasitemia elevada la
mas grave de todas. Los perros con parasitemia baja por lo general tienen un buen

pronéstico cuando se aplica un tratamiento adecuado mientras que los perros con
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parasitemia elevada tienen un prondstico reservado (Little y Baneth, 2011). La mayoria de
los animales involucrados en este estudio respondieron bien a la terapia.

Pocos animales presentaron aumentos de urea y creatinina. En los casos que hubo
elevacion de estos analitos, el posible dafio renal particularmente en los glomérulos, se ha
incriminado a la glomerulonefritis, ya que la esquizogonia o merogonia también progresa en
el rindn lo que posiblemente conduce a un deterioro de las funciones renales (Kaur y col.,
2012). Al igual que lo sefialado por Rossi y col. (2018), las enzimas hepaticas GOT y GPT
se vieron levemente incrementadas. Esto difiere de Pasa y col. (2009) ya que en su
investigacion ningun perro presentd alteracion de urea, creatinina y GOT. No se hizo
mencion de la GPT en la bibliografia consultada. Coincidiendo con Rossi y col. (2018) en
que la enzima mas comprometida es la FAL, en el presente estudio se observé un aumento
en mas de la mitad de los animales evaluados. En los caninos que presentaron
manifestaciones graves de la enfermedad se observaron los valores mas elevados. Si bien
las reacciones periésticas (Imagen 3) son poco frecuentes en las manifestaciones clinicas
producidas por H. canis, en esta investigacidon se presentaron dos casos coincidiendo con lo
descrito por Marchetti y col. (2008) y tuvieron relaciéon con niveles altos de parasitemia. En
otra investigacion, Baneth y Weigler (1997) evalian esta enzima en perros con alta
parasitemia encontrando un aumento en 5/7 animales y describen que este fendmeno puede
deberse a una disfuncion hepatica o a causa de alteraciones 6seas (Baneth y Weigler, 1997;
Esarte, 2010). Hubo una leve alteracion de las proteinas totales, sin embargo, Paiz y col.
(2016) encontraron resultados significativos de hiperproteinemia. Baneth y Weigler (1997)
observaron este aumento en la totalidad de los perros con parasitemia elevada. Estos
resultados probablemente estan relacionados con el incremento de B y/o Y globulinas
(Gavazza y col., 2003). Al igual que lo manifestado por otros autores (Eiras y col., 2007;
Linares, 2011), en casi la mitad de los animales se obtuvieron valores de albimina
disminuidos. Pasa y col. (2009) encontraron una hipoalbuminemia en 9/10 perros. Sin
embargo, Gondim y col. (1998) observaron esta alteracién en menos de la mitad de los
animales evaluados. La hipoalbuminemia esta relacionada con el aumento de la sintesis de
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proteinas de fase aguda por los hepatocitos (Baneth y Wiegler, 1997), anorexia, pérdida
renal (Baneth, 2011; Iveli y col., 2015) y/o enfermedad inflamatoria crénica (Gavazza y col.,

2003; Pasa y col., 2009; Vignau y col., 2005).

Imagen 3: radiografia de un paciente canino que muestra la reaccién periostica relacionada

con la infeccidn por Hepatozoon sp. (flecha).

Se ha observado que H. canis se encuentra a menudo en perros con Babesia spp. 0
Ehrlichia spp. (Allen y col., 2008). En este estudio las co-infecciones con estos patdégenos
pueden atribuirse al vector en comun, la garrapata R. sanguineus (Paiz y col., 2016).
Ademas, podrian deberse a la deficiencia de mieloperoxidasa en los neutrdéfilos infectados
por H. canis (Chhabra y col., 2013) o por alteraciones inmunolégicas como resultado de
estas infecciones mixtas (Kaur y col., 2012). El animal con Babesia sp. a su vez presenté un
cuadro de distemper canino y anemia hemolitica. En este caso, las manifestaciones de la
hepatozoonosis se vieron enmascaradas por estas patologias mas severas. Los animales
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co-infectados con E. canis presentaron un cuadro propio de ehrlichiosis. Mylonakis y col.
(2005) refieren que, aunque la erhlichiosis monocitica canina puede ser capaz de inducir
una enfermedad mas severa, resulta dificil separar las manifestaciones clinicas de cada
patdgeno cuando se produce la co-infeccién. Ademas, una interaccion entre los dos agentes
podria existir y causar un mayor deterioro en la condicion clinica de los perros infectados. Se
ha observado que durante las co-infecciones, los animales por lo general exhiben signos
clinicos aberrantes y no responden a la terapia dirigida a un solo patégeno o muestran una
respuesta con recuperacion minima (Kaur y col., 2012). Segun Gavazza y col. (2003) la
inmunosupresion causada por enfermedades clinicas graves puede predisponer a la
infeccidn por H. canis o permitir la expresién de una infeccion subclinica. Por lo tanto, la
hepatozoonosis se puede considerar como una infeccién oportunista indicativa de una
inmunodeficiencia. El porcentaje de co-infecciones encontradas en este trabajo fue bajo, sin
embargo, en un estudio realizado en Uberlandia, Minas Gerais (Brasil), Mundim y col. (2008)
encontraron mas del doble de lo referido en esta investigacion de infecciones sincronicas
con estos agentes.

En el presente estudio se llevo a cabo la deteccidon de gamontes de Hepatozoon sp.
mediante microscopia durante la rutina de trabajo de un laboratorio de analisis clinicos
veterinarios. Aunque no se realizaron pruebas moleculares, presumiblemente la especie
encontrada es H. canis, ya que es el Unico confirmado en Argentina y concuerda con los
niveles de moderados a elevados de parasitemia descritos en la poblaciéon canina infectada
(Eiras y col., 2007). En esta investigacion los animales que mostraron parasitemia baja,
similar a lo descrito para H. americanum (Paludo y col., 2003; Zajac y Conboy, 2008), no
mostraron sintomas clinicos o estos fueron leves, siendo concordantes con la patologia
causada por H. canis.

Jittapalapong y col. (2006) concluyeron que el diagndstico de hepatozoonosis
realizado por PCR tiene mayor sensibilidad que el realizado por la microscopia
convencional. En un estudio realizado en Turquia la prevalencia de la hepatozoonosis en
349 perros fue del 10,6% por andlisis de frotis de sangre y 25,8% por PCR en sangre
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(Karagenc y col.,, 2006). Otro estudio realizado por El-Dakhly y col. (2013) en islas y
peninsulas japonesas detectaron 23,6% de animales positivos a H. canis por técnica de
frotis sanguineo mientras que por PCR el numero se elevd a 41,3%. Se necesitan mas
estudios con el analisis de mayor cantidad de animales y con métodos mas sensibles y
especificos (Karagenc y col., 2006; Otranto y col., 2011) a fin de confirmar la especie

implicada y tener mayor conocimiento sobre la epidemiologia de la enfermedad en la zona.

7. CONCLUSIONES

¢ La hepatozoonosis canina esta presente en la ciudad de Cérdoba. Se presume que
la especie implicada es H. canis.

e Las alteraciones de laboratorio como anemia, leucocitosis, desvio a la izquierda de
los neutrdfilos, aumento de FAL y descenso de albumina son motivo de inclusion de
la hepatozoonosis canina como diagnodstico presuntivo.

e En la ciudad de Cérdoba los perros infectados por H. canis pueden presentar co-
infecciones con piroplasmas intraeritrocitarios y/o con E. canis.

e Es importante incrementar la divulgacion de la presencia de esta enfermedad ya que

generalmente es subdiagnosticada en la zona de estudio.
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9. ANEXOS

Anexo1: valores de referencia de hematologia y bioquimica sanguinea de perros sanos;
clasificaciéon de los niveles de parasitemia absoluta establecidos para Hepatozoon canis.

Hematologia® Valor de referencia
. <6 meses: 22 -42 %
Hematocrito
> 6 meses: 37 -55 %
Leucocitos

Neutrofilos en cayados

Neutroéfilos segmentados

6.000 - 15.000 cel/mm?3

< 300 cel/mm?

3.000 - 11.500 cel/mm?3

Eosindfilos 100 - 1.000 cel/mm?3
Linfocitos 1.000 - 5.000 cel/mm?
Monocitos < 2.000 cel/mm?

Bioquimica sanguinea®

Urea 10 - 40 mg/dI
Creatinina 0,5-1,5 mg/dl
GOT <90 Ul
GPT <100 Ul
FAL <200 Ul
Proteinas totales 5,5-7,5g/dl
Albumina 2,5-4,0 g/l

Parasitemia absoluta®

Baja < 100 gamontes/pl
Moderada 100 - 800 gamontes/pl
Elevada > 800 gamontes/pl

2 Sodikoff, 2002; bvezzani y col., 2017; ¢ Mufioz Juzgado y Pérez-Ecija, 2015; Sodikoff, 2002.
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