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RESUMEN

La Hepatozoonosis canina es una enfermedad emergente que se sigue reportando
en nuevos paises, incluyendo América del Sur. En Latinoamérica hasta la actualidad
ha sido identificada una especie del agente causal que es Hepatozoon canis y como
vector principal Rhipicephalus sanguineus sensu lato. Esta investigacion tuvo como
objetivo determinar la presencia de H. canis en muestras de sangre periférica de
canes con sospecha de infeccidon por hemopatogenos, atendidos en veterinarias de
Lima Norte, mediante la técnica de PCR convencional y complementada con
secuenciacion. Para este fin, se recolectaron 152 muestras de sangre de canes con
signos clinicos y valores hematolégicos sospechosos de hemoparasitosis. Las
variables evaluadas de cada can fueron caracteristicas demogréaficas, signos
clinicos, presencia de garrapatas, valores hematoldgicos, tipo de anemia, manejo de
canes y diagnostico de H. canis. Los resultados demostraron la presencia de H.
canis con 15.1% (23/152) de casos positivos para la técnica de PCR convencional
y un caso positivo (0.7%) para la técnica de frotis sanguineo. No se encontrd
asociacion entre los canes positivos y caracteristicas demograficas, signos clinicos,
presencia de garrapatas ni manejo de canes. Entre los valores hematologicos, solo
se encontro asociacién con la leucocitosis (p=0.0044). En conclusion, se demostro
la presencia de este hemoparasito en muestras de sangre periférica de canes con

sospecha de hemoparasitosis de Lima Norte en el afio 2022.

Palabras claves

Hepatozoonosis, perros, PCR, frotis, hemopatogenos.



ABSTRACT

Hepatozoonosis is an emerging disease that continues to be reported in new
countries, including South America. In Latin America, to date, a species of the
causative agent has been identified, which is Hepatozoon canis, and Rhipicephalus
sanguineus sensu lato as the main vector. The objective of this research was to
determine the presence of H. canis in peripheral blood samples from dogs suspected
of having hemoparasitosis, treated at veterinarians in North Lima, using the
conventional PCR technique and complemented with sequencing. For this purpose,
152 blood samples were collected from dogs with clinical signs and hematological
values suspicious of hemoparasitosis. The variables evaluated for each dog were
demographic characteristics, clinical signs, presence of ticks, hematological values,
type of anemia, handling of dogs, and diagnosis of H. canis. The results
demonstrated the presence of H. canis with 15.1% (23/152) of positive cases for the
conventional PCR technique and one positive case (0.7%) for the blood smear
technique. No association was found between positive dogs and demographic
characteristics, clinical signs, presence of ticks or handling of dogs. Among the
hematological values, only association with leukocytosis was found (p=0.0044). In
conclusion, the presence of this hemoparasite was demonstrated in peripheral blood

samples from dogs with suspected hemoparasitosis from Lima Norte in 2022.

Keywords

Hepatozoonosis , dogs, PCR, smears, hemopathogens .



I. INTRODUCCION

La hepatozoonosis canina es una enfermedad emergente que se estd extendiendo
por todo el mundo, incluyendo varios paises de América del Sur (1,2). En
Latinoamérica, ha sido identificada solamente una especie en perros: Hepatozoon
canis (3,4). La transmision de este protozoario se da a través de vectores siendo el

principal Rhipicephalus sanguineus sensu lato (5).

La infeccion esta relacionada con zonas de climas tropicales, sub tropicales o
templados, y se han encontrado prevalencias tan diversas que pueden variar entre
0.49 % a 79%, dependiendo del area, procedencia de los canes, y los métodos de
diagnostico utilizados (6,7). En Latinoamérica ha sido reportada en Venezuela,

Colombia, Brazil, Argentina y Paraguay. Peru no tiene reportes oficiales (8-10).

La infeccion por H. canis en canes domésticos puede presentarse sola o en
asociacion con otros hemopatdgenos, puede ser oportunista, asintomatica o
presentar sintomatologia leve a severa (11). Los principales signos clinicos
encontrados en pacientes positivos a la enfermedad son letargo, anorexia, fiebre,
pérdida de peso, linfadenomegalia y mucosas palidas. Los hallazgos més frecuentes
en los hemogramas son la anemia, trombocitopenia, leucocitosis (neutrofilia)
(12,13). En los cuadros severos de enfermedad los animales pueden tener
desenlaces fatales debido a una alta parasitemia, coinfecciones o tratamientos

inadecuados (14,15).

El cuadro clinico de pacientes con hepatozoonosis es similar al observado en un
paciente con ehrlichiosis, anaplasmosis, babesiosis o cualquier otro hemopatogeno

(16-18). Sin embargo, el abordaje terapéutico es diferente (15,19-22). Por ello debe



considerarse la hepatozoonosis entre los diagnosticos diferenciales, lo que hace
necesario primero confirmar los agentes etioldgicos involucrados al tratar un caso
sospechoso. En esta investigacion, se busco determinar la presencia de H. canis en
muestras de sangre periférica de canes con sospecha de infeccion con
hemopatogenos, mediante la técnica de PCR convencional. Ademas, se analiz
variables clinicas y demograficas para determinar si existia relacion con la

presentacion de la enfermedad.



Il. ANTECEDENTES

En Israel, Margalit et al. (23), en el 2018 analizaron muestras de sangre y bazo de
109 chacales y 21 zorros mediante PCR para la deteccion de Babesia spp. y
Hepatozoon spp. utilizando cebadores para el gen 18S rRNA. Se evidencid H. canis
en el 46% (50/109) de los chacales y 43% (9/21) de los zorros. B. vulpes
(piroplasma similar a B. microti) se detectdo en 19% (4/21) de los zorros y en
ninguno de los chacales. En Serbia, Sukara et al. (24) en el 2022 confirmaron por
PCR convencional los primeros casos de infecciones y coinfecciones de E. canis 'y

H. canis.

En Espafa, Ortufio et al. (25) en el 2023 evaluaron la prevalencia de Leishmania
infantum, Hepatozoon spp. y Babesia spp. en gatos callejeros y perros abandonados
mediante PCR y analisis de secuencias de ADN en muestras de sangre, piel, bazoy
ganglios linfaticos. Las prevalencias fueron 25 % (19-31 %) de H. felis en gatos, 13
% (6-21 %) de H. canis en perros, 21% (15-26%) de L. infantum en gatos y 44%
(33-55%) en perros, 1% (0-4 %) de B. vogeli en perros, 0% de Babesia spp. en
gatos. Se concluyo que el Hepatozoon spp. y L. infantum son parasitos comunes de

gatos callejeros y perros abandonados.

En Tailandia, Tazawa et al. (26) en el 2022 evaluaron tres patdgenos transmitidos
por garrapatas en 139 perros. Como resultados de la PCR se encontrd que 31 perros
(22,3%) estaban infectados con al menos uno de los tres patogenos evaluados E.
canis, A. platys y H. canis y los porcentajes fueron del 2,2% (3/139), 18,7%
(24/139) y 2,8% (4/139), respectivamente. En Tailandia, Bhusri et al. (27)

evaluaron Babesia spp. y Hepatozoon spp. en muestras de corazon y bazo de un



perro salvaje asiatico. Como resultado de PCR y secuenciacion determinaron que

los parasitos detectados eran B. gibsoni y H. canis.

En Alemania, Schafer et al. (28) en 2022 confirmaron la transmisién vertical de H.
canis en perros, reportada una sola vez por Morata en Japon en 1993. El estudio se
realizd en una madre con sintomatologia sospechosa y sus siete cachorros vivos y
uno nacido muerto. Los hallazgos evidenciaron que los siete cachorros
sobrevivientes dieron positivo para H. canis por PCR el dia 62 después del parto;
ademas los andlisis realizados al bazo, higado, médula 6sea, liquido amni6tico y el
cordon umbilical del cachorro muerto también dieron positivo a H. canis. Se
concluye que otra posible via de infeccidn por H. canis en perros es la transmision

vertical.

En Tailandia, Thongsahuan et al. (29) en el 2020 evaluaron el perfil hematoldgico
de 474 muestras de sangre de perros infectados con patégenos sanguineos. Las
principales conclusiones del estudio fueron que E. canis (n=127) era el
hemopatdgeno mas comun que infecta a los perros en el sur de Tailandia, seguido
por H. canis (n=100) y B. canis (n=24). Las muestras de sangre de los perros
infectados con H. canis se caracterizaron por anemia, trombocitopenia, leucocitosis,
neutrofilia y monocitosis. Se concluyo que las anomalias hematologicas son un

sello distintivo para la identificacion de infecciones transmitidas por garrapatas.

En Italia, Pacifico et al. (30) en el 2020 evaluaron la prevalencia de H. canis en
1433 muestras de perros de caza y los posibles factores de riesgo de infeccion. Los
hallazgos evidenciaron que doscientos perros dieron positivo por PCR para H.

canis, lo que resulté en una prevalencia general del 14,0 %. Las variables como



raza, tamafio del pelaje y lugar de residencia representaron factores de riesgo
significativos para la infeccion por H. canis. El estudio concluye que los perros de
caza estan expuestos de manera frecuente a H. canis y la infeccion podria estar

asociada al contacto cercano de estos canes con la vida silvestre.

En Latinoameérica, H. canis se ha reportado en varios paises como Venezuela con
una frecuencia de 27.4% (Estado Falcon), en 2012 (31). En Brasil en Sureste de
Bahia con un 42.9%, en el Sudeste de Brasil zona urbana con 58.8%, rural con
41.2% y en Rio de Janeiro 39.2% en la zona rural (6,32). En Argentina, se realizo
la primera caracterizacion molecular en Buenos Aires en el afio 2007 (33).
Posteriormente en el Sur de Buenos Aires se hizo un estudio de prevalencia siendo
esta 2.3% Y el diagndstico fue por deteccion microscopica de frotis sanguineos de
100123 canes entre 2002 y 2013 (12). En Colombia, se reportd por primera vez en

2004 en Bucaramanga, Antioquia en 2009, Norte de Santander, 2018 (34,35).

En Norteamérica en los estados del sur del Golfo de California en 1997, se
descubri6 una nueva especie, H. americanum, que se encuentra Unicamente en los

EE. UU y sin reportes en otros paises (36).

En Colombia, Ardila AM et al (35) en el 2007 realiz6 uno de los primeros reportes
de casos clinicos con H. canis de Latinoamerica. 04 canes de la ciudad de
Bucaramanga fueron diagnosticados con Hepatozoonosis por técnica de frotis
sanguineo. Los principales signos clinicos encontrados fueron mucosas palidas,
inapetencia, letargo, vomitos, caquexia, hemorragia nasal. Los hallazgos en los
hemogramas fueron anemia, leucocitosis, trombocitopenia. También es importante

mencionar que dos de los casos reportados fueron coinfecciones de H. canis con E.



canis y enfermedad viral. En Cucuta, Colombia, Delgado DLC et al (34) en el 2018,
reportaron los primeros casos de H. canis en esa ciudad. Los principales signos
clinicos fiebre, mucosas palidas, linfadenitis submandibular, cojera en miembros

posteriores. En sus hemogramas resaltaron la anemia, leucocitosis, neutrofilia.

En Argentina, Iveli S. et al (37) en 2015, reportaron un caso de Poliartritis aséptica
asociada a H. canis en un cachorro de 05 meses, que presentaba fiebre, mucosas
palidas, linfadenitis de ganglios superficiales, tamafio aumentado de varias
articulaciones, dolor lumbar y severa infestacion por garrapatas. EIl diagnostico se
confirmd por PCR. En la Provincia de La Pampa, Argentina, Adagio L. et al (38)
en 2014 reportaron 04 casos de Hepatozoonosis, confirmando signos clinicos como
fiebre, letargia, linfadenomegalia generalizada. Los hallazgos en los hemogramas
fueron anemia, leucocitosis, eosinofilia marcada; pero dos de los casos clinicos
tenian sus hemogramas y bioquimica sanguinea dentro de los valores normales. Los
diagndsticos se realizaron por frotis sanguineo. En Cordoba, Argentina, Palomeque
S. (39) en 2019, evalud los hemogramas y bioquimica de 31 canes diagnosticados
con Hepatozoonosis por frotis sanguineo. Los hallazgos principales fueron anemia
(54.84%), lecucocitosis (54.84%), desvio a la izquierda (48.39%), aumento de la
fosfatasa alcalina (54.84%). Ademas 02 casos de coinfecciones con E. canis y uno

con Babesia sp.

En Mato Grosso do Sul, Brasil, Antunes TR et al (40) en 2015 describieron los
hallazgos hematologicos y epidemioldgicos de 48 perros diagnosticados con
Hepatozoonosis mediante identificacion de gamontes en frotis de sangre periférica.

Se encontro coinfeccion en 20.83% de los animales; los agentes involucrados



fueron Ehrlichia sp, Anaplasma sp, Babesia sp, Leishmania spp. Los hallazgos
hematoldgicos mas comunes fueron anemia (34/48), trombocitopenia (26/48).

Ademas, se evidencid trastornos hematoldgicos mas graves en perros coinfectados.



I11. MARCO TEORICO

H. canis es un protozoo perteneciente a la familia Haemogregarinidae, phylum
Apicomplexa, clase Sporozoea, orden Eucoccidia, género Hepatozoon y especie
canis (41). En la India fue descrito por primera vez con nombre de Leucocytozoon
canis, en 1905 (42). Se le dio el nombre de Hepatozoon por estudios posteriores
realizados en Malasia. ElI género Hepatozoon se nombré como resultado del
desarrollo merogonico observado en una cepa particular de H. muris especie que
afecta el higado de roedores, pero en investigaciones posteriores se determind que
este protozoario afecta también otros érganos (5). El protozoario en su estadio de
gamonte se encuentra en los leucocitos, especialmente neutréfilos y monocitos.
Tiene forma elipsoidal y ocupa la mayor parte de la célula huésped, desplazando al

nacleo y mide entre 5a 11 um (42).

H. canis tiene un ciclo bioldgico indirecto, tiene un hospedador vertebrado que es
el canino (hospedador intermediario) donde se da la reproduccion asexual
(esporogonia) y en las garrapatas (hospedador definitivo) se da la reproduccion
sexual o gametogonia. Los ooquistes esporulados en las garrapatas adultas son la
forma infectante para el canino, quien debe ingerir la garrapata para que el hemocele
de la garrapata con los ooquistes esporulados sea incorporado, a diferencia de otras
enfermedades por hemopatdgenos, cuyos patdgenos son inoculados a través de la
saliva de la garrapata. En el tubo digestivo del canino, los jugos gastricos liberan
los ooquistes esporulados de la garrapata y los esporozoitos que estan en su interior
van a atravesar la pared intestinal y migrar a distintos tejidos (musculo estriado,
higado, médula 6sea, bazo, pulmones, rifiones) en donde se produce la esquizogonia

(reproduccién de tipo asexual) replicandose de forma asexual y continua; por



biopsia en estos tejidos infectados se observan los merontes con los merozoitos en
su interior. Después pasa a una forma intermedia que se conoce como gamonte que
parasita a dos tipos de glébulos blancos los monocitos y principalmente los
neutrofilos. Estos gamontes son la forma infectante para la garrapata, que se
contagia al ingerir sangre con gamontes de un canino infectado. El tiempo que
transcurre desde que ingresa la forma infectante al canino y la presencia de

gamontes circulantes en sangre (periodo pre patente) va desde 28 a 40 dias (43).

Las manifestaciones clinicas se van a dar en gran parte por la accién del parasito en
los distintos tejidos del canino; por ejemplo, el impacto del Hepatozoon en la
médula 6sea que reduce los precursores de glébulos rojos provocando anemia,
paresia del tren posterior por la miositis generada que produce dolor severo por la
replicacion del parasito en los musculos estriados, tendinitis y periostitis, ademas
por la liberacion de citoquinas pro inflamatorias. En algunos casos se da
inflamacién del intestino que se manifiesta con diarreas y si el parasito hace
replicacion asexual en parénquima pulmonar se produce una neumonia intersticial

(37,44,45).

Los signos clinicos mas comunes observados en pacientes con Hepatozoonosis
canina son sindrome febril que se caracteriza por hipertermia, adinamia y anorexia,
mucosas palidas, linfadenomegalia de ganglios linfaticos superficiales (varios o
solo uno), esplenomegalia, menos frecuente hepatomegalia, secrecion
mucupurulenta ocular o nasal (posible replicacion en glandulas lacrimales o

musculos aledafos), miositis con dolor intenso, paresia del tren posterior (posicion



de foca), en pacientes jovenes periostitis de los huesos largos, se ha reportado

poliurea/polidipsia, trastornos de tipo neurologico, diarreas, neumonia (37,43).

El principal vector de H. canis es R. sanguineus sensu lato o garrapata marrén,
artropodo ampliamente diseminado en los canes que no discrimina entre edad, raza
0 sexo para la infestacion. Se puede encontrar en perros tanto en regiones urbanas
como rurales, incluso se pueden encontrar dentro de las residencias humanas,
particularmente cuando las condiciones sanitarias son deficientes. En areas
tropicales, subtropicales y templadas, estas garrapatas estan presentes todo el afio
(46). Ademas, se han encontrado otros vectores para H. canis, especies de
Amblyomma, dentro de ellos, A. ovale, A. tigrinum, A. aureolatum, y A. cajennense
(47,48). Estudios en Brasil han determinado que A. ovale actia como el principal

vector (49).

Las especies de garrapatas involucradas en las infecciones por hemopatdgenos en
caninos de Peru son R. sanguineus sensu lato, A. maculatum, A. ovale, Ixodes sp.
(16,50) Siendo R. sanguineus sensu lato la especie m&s comun e involucrada en las
enfermedades hemoparasitarias conocidas en el mundo como ehrlichiosis,
anaplasmosis, hepatozoonosis, babesiosis, micoplasmosis y enfermedad de Lyme
(51-53). Existe otra via de transmision de H. canis, la transmision vertical a través
de la placenta de una madre infectada, cuyos cachorros pueden ser diagnosticados

a partir de los 28 dias post nacimiento (54).

La Hepatozoonosis es una enfermedad multisistémica de sintomatologia compleja,
por ello se tiene que recurrir a los andlisis de laboratorio para el diagnéstico. Los

leucocitos se pueden analizar para detectar gamontes de H. canis usando técnicas

10



de citologia convencionales a partir de una muestra sanguinea con EDTA, siendo
el mas simple el frotis sanguineo, pero con una sensibilidad baja. Mejor sensibilidad
tiene el frotis de la capa leucocitaria. Son métodos de baja sensibilidad ya que, si
existe parasitemia detectable, aproximadamente uno o dos neutrofilos de 1000
leucocitos estaran infectados (12,55). Tambiéen se tienen los métodos seroldgicos
(deteccion de anticuerpos) como el ELISA, Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y
Western Blot, usados ademas para estudios epidemioldgicos de seroprevalencia.
Otro método es el histopatologico que busca formas asexuales del parasito, siendo
esto laborioso ya que precisa de una biopsia durante la consulta veterinaria 0 en una
necropsia. En la actualidad se prefieren los métodos de biologia molecular por ser
mas sensibles (56). La deteccion de fragmentos del gen 18sRNA implica el uso de
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite amplificar
un fragmento especifico del género Hepatozoon. Este método diagndstico tiene una
sensibilidad aproximada del 86% y se considera el mas sensible para la

Hepatozoonosis canina (13,33).

En cuanto al tratamiento de Hepatozoonosis canina, se emplean farmacos como el
toltrazuril, dipripionato de imidocarbo, clindamicina, sulfa-trimetoprim,
espiramicina que han demostrado revertir los signos clinicos del paciente, pero
hasta hoy no existen drogas que hayan erradicado totalmente al paréasito (22,34,57).
Hasta la actualidad no hay consenso sobre protocolos de tratamiento para la
Hepatozoonosis, tanto en farmacos como en las dosis a recomendar. La eficacia del
dipripionato de imidocarb, toltrazuril o toltrazuril en combinacion con clindamicina
muestran reduccion de la infeccion y mejoria de los signos clinicos; pero ninguno

de estos tratamientos proporciona cura parasitologica (15). Se considera que los

11



datos sobre el tratamiento de la enfermedad hasta hoy son incipientes; tampoco
existe vacuna contra Hepatozoonosis canina y las medidas preventivas se basan en

el control de las garrapatas en los canes y su ambiente (43).

12



IV.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad conocida como hepatozoonosis canina tiene como agente causal al
H. canis, que puede ocasionar multiples signos clinicos desde inapetencia, fiebre,
vomitos, diarrea, dolor muscular, esplenomegalia, adenomegalia, poliartritis, hasta
complicaciones como enfermedad renal y septicemias que pueden causar la muerte
del animal (18,34,35,58). Una enfermedad que causa diversidad de sintomatologia
debe ser conocida, diagnosticada y estudiada con el fin de realizar un tratamiento

eficaz y evitar desenlaces fatales (59).

En Per( existen otras enfermedades transmitidas por R. sanguineus sensu lato,
como la causada por E. canis, que muchas veces no responden al tratamiento
realizado, por lo que la busqueda del diagnostico definitivo de otros hemoparasitos
transmitidos por estos vectores es de interés para instaurar un tratamiento adecuado.
En la practica clinica diaria de animales de compafiia, hay sospechas de casos de
hepatozoonosis canina, sustentadas en la respuesta a antibiéticos como la
clindamicina, sulfa-trimetoprim, o el coccidiostatico toltrazuril en pacientes con
sintomatologia y analitica sanguinea de enfermedad por hemopatogenos, reaccion
similar a casos reportados en otros paises (60). Sin embargo, en las clinicas de
animales de compafiia y laboratorios de diagnostico de Lima, H. canis es un

hemoparasito poco conocido.

Lima norte, hasta hace unos afos fue una zona ganadera (vacunos de engorde y
produccion de leche). Siendo rutinario la llegada de vacunos de zonas tropicales del
pais y posiblemente fueron un medio de diseminacion de vectores como las

garrapatas. En la actualidad es uno de los mercados inmobiliarios méas grandes de

13



Lima (61). Estos cambios poblacionales y su microclima calido pueden haber
favorecido la presencia de vectores de enfermedades, dentro de ellas las garrapatas

(62).

En la actualidad, en Perl no existen estudios de canes diagnosticados con la
enfermedad Hepatozoonosis. Sin embargo, se sabe que existen las condiciones
ambientales y el principal vector (R. sanguineus sensu lato) se encuentra presente,
ademas la enfermedad ya ha sido reportada en paises vecinos de la regién como

Colombia, Venezuela, Brasil, Paraguay y Argentina.
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V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Es importante identificar si H. canis esta presente en los canes con signos clinicos
de hemoparasitosis de Lima Norte, con el fin de reconocer a esta enfermedad como
parte de los diagnosticos diferenciales al abordar un caso compatible con

enfermedad por hemopatogenos.

Se debe tener en cuenta que en la enfermedad de hepatozoonosis canina los
antibidticos que se utilizan para su tratamiento son diferentes a los de primera
opcion al abordar un caso sospechoso de hemoparasitosis; la oxitetraciclina y la
doxiciclina que son antibidticos usados para ehrlichiosis, anaplasmosis o
micoplasmosis no funcionan contra H. canis. Un diagndstico errado traeria como
consecuencia la aplicacion de tratamientos inadecuados o incompletos. Los
pacientes podrian sufrir recaidas, no responder de manera eficaz a los antibioticos

o tener desenlaces fatales.

De identificar a H. canis en canes con signos clinicos sospechosos de
hemoparasitosis de Lima Norte, la hepatozoonosis pasaria a formar parte de los
diagnosticos diferenciales en la medicina de animales de compafiia en nuestras
condiciones, y con ello los laboratorios de diagnostico y de distribucién de
productos veterinarios podrian prestar servicios a las clinicas veterinarias para el

diagnostico y comercializacidén de medicamentos para esta enfermedad.

Si bien, existen hoy en dia limitantes para un correcto diagnéstico y para identificar

H. canis, la prueba que ha mostrado mejores valores de sensibilidad es la PCR.
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VI. HIPOTESIS

Al menos el 2 % de las muestras estudiadas resultaran positivas a la deteccion
molecular de H. canis, lo cual demostrara la presencia de este hemoparésito en

canes de Lima Norte (9,82).
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VIl. OBJETIVOS

General

Determinar la presencia de ADN de H. canis en muestras de sangre periférica de
canes con sospecha de hemoparasitosis, atendidos en veterinarias de Lima Norte,

mediante la técnica de PCR convencional y complementada con secuenciacion.

Objetivos especificos

*Describir las caracteristicas demograficas, signos clinicos, valores hematoldgicos,
manejo de los canes y presencia de garrapatas en los canes con sospecha de

infeccion por hemopat6genos.

*Determinar la presencia de H. canis en muestras de sangre periférica de canes con
sintomatologia compatible con infeccion por hemopatdgenos a través de la técnica

de PCR convencional.

*Determinar si las caracteristicas demograficas, signos clinicos, valores
hematoldgicos, manejo de los canes y presencia de garrapatas estan asociadas a la

positividad de H. canis.
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VIII. METODOLOGIA

1. Lugar de Estudio

El estudio se realizé en la zona de Lima Norte, que abarca 08 distritos, tiene una
altitud de 200 a 300 m.s.n.m. La temperatura promedio en los meses de verano es
de 30 °C (diciembre, enero, febrero, marzo); en invierno el promedio es 15°C (julio,
agosto, setiembre). El muestreo se realizé durante los meses de octubre, noviembre

y diciembre de 2021 y todo el afio 2022.

Se eligi6 la zona de Lima Norte por la alta poblacion canina, alta prevalencia de
garrapatas, microclima calido y alta prevalencia de otros hemoparasitos
transmitidos por garrapatas (62—66). La toma de muestras sanguineas se realiz6 en

las siguientes clinicas veterinarias y distritos de Lima Norte:

- Puente Piedra, en la Clinica Veterinaria San Lorenzo.

- Carabayllo, en la Clinica Veterinaria San Lorenzo.

- Ancon, en la Clinica Veterinaria Vet Russell.

- San Martin de Porres, en la Clinica Veterinaria De Pocas Pulgas vet.

- Los Olivos, en la Clinica Veterinaria Alerta Vet - Pro.

- Independencia, Clinica Veterinaria Vet mas.

- Comas, en la Clinica Veterinaria Mi Cachorrito y Veterinaria Patotas.

Santa Rosa, Clinica Veterinaria Vet Russell.

Los hemogramas completos fueron realizados en el Laboratorio de Diagndstico

Veterinario VET SUPPORT. El diagnostico molecular por PCR se realizé en el
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Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2. Tipo de Estudio

El estudio correspondid al tipo observacional, transversal, analitico.

3. Poblacion Objetivo

Canes compatibles con enfermedad hemoparasitaria a los examenes clinicos y
analisis de laboratorio, provenientes de los distritos de Lima norte, con duefio
conocido, atendidos en alguna de las veterinarias seleccionadas para la toma de
muestra, donde el médico responsable decidio su ingreso al estudio segun los

criterios de inclusion, considerando los lineamientos del comité de ética.

4.Criterios de inclusion y exclusion

- Se incluyeron todos los canes mayores de 04 meses de edad seleccionados por las
veterinarias por que presentaban algun signo clinico compatible con infeccién por
hemopatdgenos, como mucosas palidas, fiebre, inapetencia, linfadenopatia,
epistaxis, esplenomegalia, petequias, voémitos, diarrea, signos neuroldgicos, cojera,
poliartritis, caquexia o paresia (10,48,67), antecedentes de garrapatas y pacientes
que recayeron de enfermedad por hemopatdgenos, a pesar del tratamiento realizado
(53,63,68). Canes con las siguientes variables alteradas al analisis hematologico:
hemoglobina por debajo de 11.8g/dL, hematocrito menor de 36% o recuento de

plaquetas menor de 200 000/ul.(45).

- Se excluyeron todos los canes cuyos duefios no desearon cooperar con la

investigacion y que no firmaron el consentimiento informado.
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5. Ficha de recoleccion de informacion (variables)

Se utiliz6 fichas para acopiar la informacién proporcionada por los duefios,

teniendo en cuenta las siguientes variables de estudio para los pacientes:

» Caracteristicas demogréficas: sexo, edad, procedencia.

« Signos clinicos: ascitis, caquexia, cojera, diarrea, disnea, esplenomegalia,
fiebre, hepatomegalia, ictericia, inapetencia, letargo, linfadenomegalia,
mucosas palidas, neumonia, petequias, sangrado, tos y vomitos.

» Presencia de garrapatas.

» Valores hematoldgicos: hematocrito, hemoglobina, eritrocitos, leucocitos,
neutrdfilos, abastonados, linfocitos, monocitos, eosindfilos y plaquetas.

« Tipo de anemia: microcitica, normocitica, 0 macrocitica, hipocromica,
normocrémica, hipercrémica.

« Manejo de canes: forma de crianza, alimentacion y uso de garrapaticidas.

» Diagnostico de H. canis segun frotis sanguineo y PCR.

e La ficha completa se adjunta en la seccién de Anexos.

6. Tamafno de muestra

La formula de deteccidon de enfermedades especificd un tamafio de muestra de al
menos 150 perros para el estudio. Se propuso que H. canis presente al menos una

prevalencia de 2% con un nivel de confianza del 95% (69,82).

7. Recoleccion y procesamiento de muestras

7.1. Eleccidn de los pacientes
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En cada veterinaria participante en la toma de muestras, el médico tratante
selecciond a cada paciente guiado por los criterios de inclusion, luego de la
anamnesis, evaluacion fisica, pruebas de laboratorio y aceptacion del duefio. El
médico tratante llend la ficha de recoleccion de datos y realizé la toma de muestra

de sangre.

7.2. Muestra sanguinea de los canes

Se tomé por Unica vez una muestra sanguinea de cada can, la cantidad total oscild
entre 2 a 4 ml; muestra que se colect6 en dos tubos Vacutainer con anticoagulante
EDTA, uno para el analisis hematoldgico (1 a 2 ml) y otro para la prueba de PCR
(1 a2 ml). La muestra se obtuvo de la vena cefalica y no se utilizé anestésico para
el procedimiento, luego se almacend los tubos, para la PCR en congelacion (-20°C)

y para el analisis hematoldgico, en refrigeracion (2-4°C) hasta su procesamiento.

Se realiz6 un hemograma completo con la muestra, para ello se utilizdé un equipo
analizador hematoldgico Mindray BC-2800 Vet. y complementado con un frotis
sanguineo. Del hemograma se evalué hematocrito (%), hemoglobina (g/dl),
eritrocitos (ul), plaquetas (ul), leucocitos (ul), recuento diferencial de leucocitos
para determinar neutréfilos, linfocitos, baséfilos, eosinéfilos, y monaocitos. El frotis
sanguineo de cada muestra ademas sirvié para identificar inclusiones intracelulares
de H. canis, se examinaron bajo un microscopio Optico con un objetivo de

inmersion en aceite de 100X.

21



7.3 Analisis de PCR

De cada muestra sanguinea (200 ul) se extrajo el ADN segun el protocolo siguiente:
se uso el método de extraccion columnas de silica con el kit de purificacion de ADN
Thermo Scientific GeneJET, siguiendo el protocolo del proveedor y criterios de
calidad de ADN 1.8 — 2.00 a 260/280 mediante un equipo de espectrofotometria

NanoDrop.

Los cebadores utilizados para detectar una secuencia parcial de Hepatozoon sp. (70)

fueron los siguientes:

18S-F: 5-GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3'

18S-R: 5'-ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3'

El mix de PCR estuvo compuesto por ADN (2 ul/reaccién), cebadores 1.5 ul (0.75
uM), MgCl2 1.0ul (2.5 mM), dNTPs 0.5 ul (2 mM), Tag DNA Polymerasa Platinum
0.2ul (1 U), buffer 10 x 02 ul y completando con agua grado molecular para un

volumen final de 20 uL.

Se us6 ademas un control positivo (ADN de perro infectado con H. canis) y un
control negativo (mix de PCR sin ADN) para la estandarizacion del método.
Adicionalmente, para la validacion del método, se usG un control negativo
experimental que incluyé ADN de perro sano (can sin historial de enfermedad por
infeccion con hemopatogenos, SNAP 4dx® negativo y sin antecedentes de
garrapatas). El control positivo de ADN de H. canis fue proporcionado por el
Laboratorio de Enfermedades Zoondticas y Transmitidas por Vectores de la

Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Hebrea de Jerusalén, Israel.
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Para la PCR se estandarizaron las condiciones de ciclamiento con la activacion de
la polimerasa a 94°C por 02 minutos, seguido de 35 ciclos que incluyen 3 pasos: 1)
desnaturalizacion 94°C por 30 segundos, 2) hibridacion (annealing), cuya
temperatura fue fijada en 54 °C por 30 segundos, luego de maltiples ensayos con
temperaturas que oscilaban entre 50 y 55°C, y 3) extension a 72°C por 45 segundos.
Finalmente, una extension a 72°C por 5 minutos. La temperatura de annealing se
determiné de forma experimental probando valores guiados por tamafio de los
cebadores y resultados de electroforesis de las pruebas para determinar la dptima

(83).

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis horizontal en geles de agarosa
al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio y se evaluaron bajo luz UV para determinar
los fragmentos amplificados en comparacién con un marcador de peso molecular
comercial de ADN de 100 pb, control positivo y control negativo. Las condiciones
de electroforesis se optimizaron con voltaje 100, mili amperaje 120 y un tiempo de
85 minutos. Se consider6 positivo a los productos de PCR que hayan amplificado

una banda de manera integra.

Aquellas muestras positivas se les realizé la metodologia de secuenciamiento. Para
ello se envid a una empresa especializada (Macrogen, Korea), bajo instrucciones de

la misma empresa.

En cuanto a la metodologia de secuenciamiento, los amplicones se secuenciaron en
ambas direcciones utilizando los mismos cebadores de los ensayos de PCR. Las
secuencias resultantes (forward y reverse) de cada amplificado, se alinearon usando

el programa ClustalX version 2.1 (71), y se almacenaron en archivos con extension

23



aln. Posteriormente, las secuencias alineadas se revisaron minuciosamente
utilizando el programa BioEdit version 7.2.5 (72). Se eliminaron los vacios del
alineamiento (gaps) y se obtuvieron las secuencias de consenso de manera manual.
Luego, las secuencias de consenso se compararon con la base de datos GenBank
mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar que pertenezcan a la especie
en estudio en contraste con secuencias almacenadas en dicha base de datos.
Finalmente se registraron los porcentajes de cobertura e identidad, y el valor
esperado (E). Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el método de
méaxima verosimilitud (ML, maximum-likelihood) con 1000 replicaciones
(bootstrap) mediante el programa MEGA 11 (92). ElI modelo de sustitucién de
nucleotidos de mejor ajuste (best-fit substitution model) se seleccion6 basandose en
el valor mas bajo del criterio de informacidn bayesiano (BIC, bayesian information

criterion) utilizando el modelo de Kimura dos-parametros (K2P) (91).

8. Procesamiento de datos y analisis

Se desarroll6 una tabla de datos en Microsoft Excel. Los resultados de las variables
cualitativas se resumieron a través de tablas con frecuencias absolutas y relativas.
La variable cuantitativa edad se resumié con medidas de tendencia central de
dispersion. Para determinar si las caracteristicas demogréaficas, signos clinicos,
valores hematoldgicos, manejo de los canes y presencia de garrapatas estan
asociadas a la positividad de H. canis se utilizé la prueba de Chi-cuadrado. El

analisis se hizo utilizando Stata 17.0
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9.Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional
de Etica para el Uso de Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

(Cddigo de inscripcién: 201937, constancia de aprobacién 032 -10-20).
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IX. RESULTADOS

El estudio recolectd 152 muestras de canes con sospecha de infeccion por
hemopatégenos en Lima Norte, entre ellos, el 56.6% fueron machos y el 43.4%
hembras. El promedio de edad de los canes fue 3.3 afos, la mediana 2 afios, la
desviacion estandar de 3.4 afios, la edad minima 0.3 afios y la méxima 14 afios. La
mayoria fueron adultos (53.3%), seguido de los cachorros (32.9%) y por ultimo los

canes geriatricos (13.8 %).

Entre los 152 canes muestreados, el 15.1% (23/152) dio positivo a H. canis con la
técnica de PCR (figura 01) y 0.7% (1/152) mostr6 un resultado positivo para la

técnica de frotis sanguineo (figura 02).

Las secuencias de 18S ARNr obtenidas de muestras PCR positivas, tras su curacion
manual, fueron alineadas utilizando el algoritmo BLAST, lo que produjo
porcentajes de identidad proximos al 100% Yy con distintos hallazgos de identidad
con secuencias de H. canis registradas en la base de datos GenBank. EIl arbol
filogenético producido a partir del analisis de Maxima Verosimilitud revelé que las
secuencias de H. canis obtenidas en nuestro estudio fueron muy cercanas a
secuencias de H. canis encontradas en perros de Colombia (MK910141), Tailandia
(MK830996, KF621082, MZ151506), Filipinas (LC428208), Pakistan

(KU535868) e India (MG050163) (Figura 03).

Segun las caracteristicas demogréaficas, hubo una tendencia a un mayor porcentaje
de casos positivos entre los perros machos con 17.4% (15/86), geriatricos 28.6%
(6/21) y que procedian del distrito de Comas 22.2% (2/10). Los detalles se presentan

en la Tabla 1.
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Los signos clinicos mas frecuentes entre los positivos fueron letargo con 69.6%
(16/23), inapetencia 60.9% (14/23) y mucosas palidas 47.8% (11/23). El reporte de
positivos segun signos clinicos se presenta en la Tabla 2. Entre los canes que tenian

garrapatas, se reporto que el 17.1% (14/82) fueron casos positivos.

La Tabla 3 resume los resultados segun los valores hematologicos. EI hematocrito,
la hemoglobina, los eritrocitos, los leucocitos y las plaguetas fueron los mas
alterados. Se hall6 canes positivos en el 16.7% (17/102) de canes con hematocrito
disminuido, 16.2% (16/99) de canes con hemoglobina disminuida, 15.8% (15/95)
de canes con eritrocitos disminuidos, 25.5% (12/47) de canes con leucocitos
elevados, y 13.7% (13/95) de canes con plaquetas disminuidas. La distribucién de

positivos segun el tipo de anemia se presenta en la Tabla 4.

Respecto al manejo de los animales, se encontré como positivos al 14.9% (15/86)
de canes que tenia acceso a la calle, 16.2% (6/37) de los que tenian una alimentacion

casera, y 16.4% (10/91) de los que si usaban garrapaticidas (Tabla 5).

No se encontrd asociaciéon entre la positividad a H. canis y las caracteristicas
demograficas, signos clinicos, presencia de garrapatas, tipo de anemia ni manejo de
canes. Entre los valores hematoldgicos, se encontrd asociacion con la leucocitosis
(p=0.044), siendo mayor la frecuencia entre los animales que presentaron

leucocitosis.

27



Figura 01. Lectura de electroforesis en gel de agarosa 1.5% que muestra resultados
positivos de Hepatozoon sp al andlisis molecular PCR. Muestras positivas M15 y
M38, control positivo (P). Peso molecular 574bp L: Ladder 100 bp, Control
negativo (N).
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Figura 02. Frotis sanguineo positivo a hepatozoon sp. (M150). Se observa

leucocito infectado con el gamonte de Hepatozoon sp que tiene forma elipsoidal y

ocupa la mayor parte de la célula (Aumento 100X).
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MK256974-Babesia-canis-canis-C

56

Figura 03. Arbol filogenético de las secuencias ARNr 18S de Hepatozoon canis.
Maéaxima verosimilitud (Replicaciones: 1000). EI modelo de sustitucion de
nucleotidos se selecciond basandose en el valor mas bajo del criterio de informacion
bayesiano (BIC) utilizando Kimura dos-parametros (K2P). Los nodos etiquetados
como "H. canis- Lima Peru" representan las secuencias incluidas de nuestro estudio.
Los nameros de acceso se indican junto a cada especie de H. canis.
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Tabla 1. Caracteristicas demogréaficas de canes con ADN de H. canis en muestras

de sangre muestreados por sospecha de hemoparasitosis, en Lima Norte, 2022.

(N=152)
. - Positivos a PCR
Variable demografica N m %
Sexo
Macho 86 15 17.4
Hembra 66 8 12.1
Edad
Cachorro 50 8 16.0
Adulto 81 9 11.1
Geriatra 21 6 28.6
Procedencia
Puente Piedra 56 9 16.1
Ancon 23 3 13.0
Carabayllo 21 4 19.0
Santa Rosa 16 2 12.5
San Martin de Porres 13 1 7.7
Los Olivos 10 2 20.0
Comas 9 2 22.2
Independencia 4 0 -
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Tabla 2. Signos clinicos de canes con ADN de H. canis en muestras de sangre
muestreados por sospecha de hemoparasitosis, en Lima Norte, 2022. (N=152).

Signo clinico Positivos a PCR
N n %

Letargo 88 16 18.2
Inapetencia 87 14 16.1
Mucosas palidas 68 11 16.2
Esplenomegalia 52 9 17,3
Fiebre 51 7 13.7
Vémitos 24 6 25.0
Linfadenomegalia 17 4 23.5
Tos 16 2 125
Disnea 12 3 25.0
Diarrea 11 3 27.3
Sangrado 11 1 9.1

Cojera 9 3 33.3
Hepatomegalia 8 1 125
Caquexia 5 1 20.0
Petequias 3 1 33.3
Ictericia 2 1 50.0
Ascitis 1 1 100.0
Neumonia 1 1 100.0
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Tabla 3. Valores hematoldgicos de canes con ADN de H. canis, en muestras de
sangre, muestreados por sospecha de hemoparasitosis, en Lima Norte, 2022.
(N=152)

- Positivos a PCR
Valor hematolégico N o %

Hematocrito (%)

Bajo 102 17 16.7

Normal 46 5 10.9

Alto 4 1 25.0
Hemoglobina (g/dL)

Bajo 99 16 16.2

Normal 45 7 15.6

Alto 8 0 -
Eritrocitos (1076/pL)

Bajo 95 15 15.8

Normal 54 8 14.8

Alto 3 0 -
Leucocitos (10%/uL)

Bajo 41 3 7.3

Normal 64 8 12.5

Alto 47 12 25.5
Neutrofilos (10%/uL)

Bajo 35 3 8.6

Normal 78 10 12.8

Alto 39 10 25.6
Abastonados (103/pL)

Bajo 0 0 -

Normal 130 18 13.9

Alto 22 5 22.7
Linfocitos (103/uL)

Bajo 67 9 13.4

Normal 69 9 13.0

Alto 16 5 31.3
Monocitos (103/uL)

Bajo 11 1 9.1

Normal 83 12 14.5

Alto 58 10 17.2
Eosinofilos 103/uL

Bajo 81 10 12.4

Normal 53 8 15.1

Alto 18 5 27.8
Plaquetas 103/uL

Bajo 95 13 13.7

Normal 49 9 18.4

Alto 8 1 4.4
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Tabla 4. Tipo de anemia en canes con ADN de H. canis, en muestras de sangre,
muestreados por sospecha de hemoparasitosis, en Lima Norte, 2022. (N=104)

Tipo de anemia Positivos a PCR

N n %
Anemia normocitica normocrémica 67 10 14.9
Anemia macrocitica hipocromica 14 2 14.3
Anemia microcitica hipocromica 4 2 50.0
Anemia normocitica hipocromica 10 2 20.0
Anemia macrocitica normocromica 5 1 20.0

Anemia microcitica normocromica 4 0 -.-

Tabla 5. Manejo de canes con ADN de H. canis, en muestras de sangre,
muestreados por sospecha de hemoparasitosis, en Lima Norte, 2022 (N=152).

Practica de manejo Positivos a PCR
N n %
Crianza del can
Con acceso a la calle 86 15 14.9
Dentro de casa 66 8 10.8
Alimentacion
Mixta 69 11 15.9
Balanceada 46 6 13.0
Casera 37 6 16.2
Uso de garrapaticida
No 61 13 14.3
Si 91 10 16.4
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X. DISCUSION

El trabajo de investigacion analiz6 152 muestras de sangre de canes con
sintomatologia sugerente de infeccién por hemopatdgenos. Las caracteristicas
demogréficas y de manejo, signos clinicos y valores hematoldgicos del total de
canes del estudio, fueron similares a otras investigaciones realizadas en el mundo.
Los signos clinicos mas frecuentes y las anomalias hematoldgicas encontradas
pueden ser utilizadas como una guia para identificar infecciones por

hemopatogenos (29,76,87).

En esta investigacion se report6 la presencia de H. canis en muestras de sangre de
canes enfermos con sospecha de infeccién por hemopatdgenos atendidos en
veterinarias de Lima Norte, mediante la técnica de PCR convencional y
complementado con secuenciacion, cuyas secuencias obtenidas produjo porcentajes
de identidad proximos al 100% con otras secuencias de H. canis registradas en la
base de datos GenBank. El estudio reveld que las secuencias de H. canis obtenidas
fueron muy cercanas a secuencias de H. canis aisladas en perros de Colombia (93),
Tailandia (94), Filipinas (95), Pakistan (96) e India (97). Estos resultados confirman

la presencia de la enfermedad Hepatozoonosis en canes de Lima Norte.

Los hallazgos positivos encontrados en el presente estudio podrian explicarse
probablemente debido a que en Lima se tienen condiciones similares a otras
ciudades y paises en todo el mundo que han informado la presencia de H. canis,
dentro de las principales la presencia del vector Rhipicephalus sanguineus sensu
lato, clima propicio y alta prevalencia de otros hemopatdgenos asociados al mismo

vector (62,65). En Latinoamérica, en Colombia, se reportd por primera vez en 2004
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en Bucaramanga, Antioquia en 2009, y Cdcuta en 2018 (10,34,35). En Argentina,
se realiz0 la primera caracterizacion molecular en Buenos Aires en el afio 2007 (33).
En Venezuela, en La Vela de Coro, estado Falcon, se encontro una prevalencia del
parasito de 27.4% en 2012, también se realizaron estudios en los estados de Lara y
Yaracuy (31). En Brasil en el Sureste de Bahia 42.9%, en el Sudeste de Brasil en la
zona urbana 58.8% y rural 41.2%, y en Rio de Janeiro 39.2% en la zona rural

(6,32,73).

En este estudio, los resultados obtenidos a través de la técnica de PCR convencional
y frotis sanguineo, fue muy diferente entre ellos, siendo muy baja la deteccion del
parasito en el frotis sanguineo. Esto se deberia a la parasitemia que puede ser baja,
leve 0 alta y se cree que cuando la parasitemia es baja solo uno o dos neutrdéfilos de
cada 1000 estan afectados (12,31,55); en cuanto a la técnica de PCR, numerosos
estudios desde hace mas de 10 afios la confirman como una de las pruebas mas
sensibles (86%) para H. canis (13,43,74); un estudio reciente en Lima Cercado
(2023), que determiné la prevalencia de H. canis mediante la técnica de PCR,
confirmd nuestra hipotesis al encontrar un valor de 2.2%, muy cercano al valor
utilizado en nuestro estudio para determinar el tamafio de muestra (82). En
Argentina, en Buenos Aires se obtuvo un 2.3% de prevalencia, mediante técnica de
frotis sanguineo en 2017 (12). En Trujillo - Per( se evalu6 la sensibilidad y
especificidad del frotis sanguineo frente a la capa leucocitaria en el hallazgo de
hemopatogenos, y se encontrd 40% de sensibilidad y 96.9% de especificidad,
confirmando la alta especificidad de esta técnica (88). En Brasil en Sureste de
Bahia, no se encontraron gamontes de H. canis en frotis sanguineo de sangre capilar

de un total de 380 canes y mediante la técnica de PCR se obtuvo un 42.9%
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(163/380) de perros positivos (68). Se confirma en este estudio la baja sensibilidad

de la técnica frotis sanguineo en comparacion con el PCR convencional.

En lo relacionado a la presencia de H. canis y las caracteristicas demograficas de
los canes. En cuanto a factores evaluados en este estudio como edad y sexo, se
encuentra algunas coincidencias con investigaciones en Brasil, Argentina y
Venezuela, donde reportan mayor nimero de canes machos positivos y la edad
adulta como la més afectada; pero no se encontré asociacién estadisticamente
significativa con estas variables (12,31,68). Una pequefa diferencia se encuentra
en el estudio del Sureste de Brasil, donde separaron el area rural de la urbana, siendo
el area urbana donde se encontré méas hembras positivas a H. canis (6). También en
otro estudio en Argentina, los canes jovenes y las hembras, fueron los mas
afectados; pero no se encontro relacion estadistica significativa ya que la poblacion
en estudio estuvo compuesta en su mayoria por hembras (55). En cuanto a la edad,
los resultados encontrados en este estudio se deberian al mayor tiempo de
exposicion al agente causal que tiene el can geronte y a su estado inmunolégico o
enfermedades concomitantes que le podrian estar afectando (13). Las conductas que
adoptan los propietarios frente a sus mascotas, como cuidar menos al can macho,
que adquiere el habito de salir de casa sin supervisién (comportamiento vagabundo)
y cuidar mas a las hembras para evitar su reproduccién; estos resultados tienen
cierta similitud a una investigacién del 2019 en Huanuco — Per0 (76). Otros factores
que influyen en la variable sexo, se observan en general en todo tipo de infecciones
ya sean bacterianas, virales o parasitarias, que afectan a los mamiferos; donde los
machos tienen mayor predisposicion por causas genéticas, inmunoldgicas y

hormonales (84,85,86).
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Segun los distritos de procedencia de los canes con sospecha de infeccidon por
hemopatogenos y que fueron atendidos en veterinarias en Lima Norte en el afio
2022, se debe precisar que en los distritos de mayor incidencia se efectuaban
actividades vinculadas a la ganaderia y a la crianza de animales para su
comercializacion. Lima Norte en décadas pasadas fue una zona ganadera (vacunos
de engorde y produccion de leche). En dicha zona fue habitual la llegada de vacunos
de zonas tropicales del pais y posiblemente haya sido una via de diseminacion de
vectores como garrapatas y enfermedades por infeccion con hemopatdgenos
(75,76). Hace varios afios que en los distritos de Lima Norte los establos estan
siendo desplazados por los mercados inmobiliarios que hasta hoy se siguen
expandiendo aumentando las zonas urbanas cada afio (61). Estos cambios
poblacionales y su microclima célido podrian haber favorecido la proliferacion de
vectores de enfermedades, dentro de ellos las garrapatas (62). Otro de los posibles
factores causantes de la presencia de H. canis en Lima es la migracion poblacional
sin control que incluya a sus mascotas; ya que uno de los casos positivos se
diagnostic6 en un paciente que radica en el distrito de Los Olivos, pero su
procedencia es Venezuela, donde radicd 12 afios y podria haber sido el lugar de
contagio. En dicho pais se hizo el primer reporte de H. canis en un hallazgo
histopatoldgico de bazo de un perro en el afio 1984, el primer estudio de prevalencia

en el afio 1996 y PCR en el afio 2012 (9,31).

En relacion a los signos clinicos mas frecuentes encontrados en los canes positivos
a H. canis en Lima Norte en el afio 2022, que fueron letargo, inapetencia, mucosas
palidas, esplenomegalia y fiebre; se confirmd que estos signos son comunes en

infecciones por otros hemoparasitos; por ello, la importancia de encontrar el
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diagnostico definitivo para implementar un tratamiento adecuado (45,89). Otras
investigaciones reportan otros signos clinicos como vémitos, diarrea, dolor
muscular, linfadenomegalia, poliartritis y paresia del tren posterior; hasta
complicaciones como neumonia, caquexia y enfermedad renal que pueden causar
la muerte del animal (14,18,34,35). Algunos de estos signos clinicos como vémitos,
diarrea, linfadenomegalia, caquexia y neumonia también han sido reportados en

este estudio.

No se encontrd asociacion entre la presencia de garrapatas y los canes positivos.
Difiere este resultado a un estudio de Argentina, donde encontraron relacion
significativa entre el antecedente de garrapatas en el can y diagndstico positivo por
citologia (55). En paises como Venezuela y Brasil, han reportado la infestacion de
garrapatas en mas del 50% de canes con Hepatozoonosis pero no han encontrado
asociacion significativa (6,31). Por otro lado, los resultados coinciden con otro
estudio realizado en Venezuela, donde el 58,9% de canes enfermos presentaron

garrapatas, pero no se encontrd asociacion estadisticamente significativa (77).

En cuanto a los resultados del hemograma de canes positivos a H. canis, se confirmé
que las alteraciones hematoldgicas encontradas son un distintivo en toda infeccion
transmitida por garrapatas; por ello se usa como una guia para el diagnostico clinico
de una infeccidn por hemopatdgenos; pero es insuficiente para llegar al diagndstico
definitivo de hepatozoonosis (90). Este estudio encontrd asociacion de perros
positivos con la leucocitosis, que coincide con estudios que la reportan como una
de las alteraciones hematologicas mas frecuentes, con valores por encima del 50%
(12,39). En Tailandia, un estudio intento elaborar un perfil hematologico de perros

diagnosticados con hemoparasitos, resaltando la leucocitosis, neutrofilia, anemia y
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trombocitopenia como alteraciones por H. canis (29); si bien mas del 50% de canes
positivos presentan leucocitosis y neutrofilia, no son signos patognomanicos de H.
canis pues los porcentajes varian de un estudio a otro, y se complica ain mas si se
trata de coinfecciones. No es posible llegar a un diagnostico definitivo de H. canis
basdndonos unicamente en el hemograma, pero las alteraciones encontradas como
anemia, leucocitosis, neutrofilia, monocitosis, trombocitopenia, mas los signos

clinicos, pueden encaminarnos hacia el diagndstico definitivo (40,74).

El tipo de anemia mas frecuente encontrado en nuestro estudio (normocitica y
normocrémica), coincide con los hallazgos de otras investigaciones y también es
frecuente en estudios realizados en otros hemopatdgenos; lo que demuestra que este
tipo de anemia es comun en infecciones por hemoparasitos (43,65). Algunas causas
probables son disminucion de produccion de eritrocitos, hemolisis y hemorragias

(78).

En las variables evaluadas dentro del manejo de los canes, no se encontré asociacion
con H. canis. En Argentina encontraron relacion entre canes positivos y la falta de
uso de garrapaticidas en el can, lo que predispone a contraer el vector y facilitar el
contagio de la enfermedad (55). En un estudio en Venezuela el 64,1% de
propietarios de canes enfermos (n= 65) manifestaron no utilizar ningin producto
garrapaticida. En este mismo estudio se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de la enfermedad y la crianza del can fuera de la casa

(7).

Es importante resaltar que la presencia de garrapatas, signos clinicos y perfil

hematoldgico compatible con enfermedad por infeccion con hemopatdgenos fueron
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parte de los criterios de inclusion en este estudio, por lo que estas variables serian
frecuentes incluso entre los animales negativos. Por lo tanto, la asociacion con la
Hepatozoonosis se podria estudiar mejor en un estudio cuyo disefio tenga por

objetivo identificar factores asociados o de riesgo.

Las posibles rutas de ingreso de H. canis podrian ser a través de la diseminacion de
garrapatas de las regiones tropicales del pais hacia Lima por las actividades
ganaderas que hubo en la zona (76). Otra ruta seria a través de los puestos de control
de ingreso de canes al pais ya que en los ultimos afios se han incrementado los
ingresos de canes al Peru. Dentro de la lista de paises de procedencia figuran
Argentina, Venezuela, Colombia, Brasil (79). Paises donde las enfermedades por
infeccion con hemopatégenos son endémicas (6,31,80). EI SENASA-MINAGRI
exige como requisitos el certificado de salud con las desparasitaciones internas y
externas y el certificado de vacunacion al dia, para el ingreso de canes al pais (81).
Medidas que solo detectarian canes con cuadros clinicos y no los asintomaticos.
Los antecedentes del can como examenes hematoldgicos, tratamientos realizados

podrian ayudar para evitar el ingreso de estas enfermedades.

El hallazgo molecular de H. canis representa un aporte importante epidemioldgico
de la enfermedad Hepatozoonosis canina en Lima. En este estudio se ha
determinado la frecuencia de la enfermedad en los canes con sintomatologia
sugerente de infecciones transmitidas por garrapatas y aporta informacion relevante

para el diagnostico de las Hemoparasitosis en canes de esta ciudad.
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XI. CONCLUSIONES

Las conclusiones tras el desarrollo de esta investigacion son las siguientes:

Se determind la presencia de ADN de H. canis en muestras de sangre en canes
muestreados por sospecha de hemoparasitosis y que radican en Lima Norte,
mediante la técnica de PCR convencional, encontrando 15.1% (23/152) de las
muestras estudiadas, positivas a la deteccion molecular de H. canis. Para validar los

resultados obtenidos, se confirmd el hallazgo con la secuenciacion.

Del total de canes con ADN de H. canis, en muestras de sangre, muestreados por
sospecha de hemoparasitosis, la mayoria fueron machos 17.4% (15/86). Geriatricos

28.6% (6/21) y con presencia de garrapatas 17.1% (14/82).

Los signos clinicos mas frecuentes en los canes con ADN de H. canis, en muestras
de sangre, muestreados por sospecha de hemoparasitosis, fueron letargo 69,6%
(16/23), inapetencia 60,9% (14/23), mucosas pélidas 47,8% (11/23),

esplenomegalia 39,1% (9/23) y fiebre 30,4% (7/23).

Las alteraciones hematoldgicas mas frecuentes en los canes con ADN de H. canis,
en muestras de sangre, muestreados por sospecha de hemoparasitosis, fueron 16.7%
(17/102) de canes con hematocrito disminuido, 16.2% (16/99) de canes con
hemoglobina disminuida, 15.8% (15/95) de canes con eritrocitos disminuidos,
25.5% (12/47) de canes con leucocitos elevados y 13.7% (13/95) de canes con

plaquetas disminuidas.

De todas las variables estudiadas, Unicamente se encontr6 asociacion entre la
positividad a H. canis, en muestras de sangre periférica de canes con sospecha de

hemoparasitosis y la leucocitosis.
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XI. ANEXOS

Anexo 01: Resultados positivos de Hepatozoon sp en gel de agarosa 1.5%.
M150, M69, M142, Control positivo (P)
Peso molecular 574bp

L : Ladder 100 bp

N: Control negativo




Anexo 2: Resultados positivos de Hepatozoon sp en gel de agarosa 1.5%.
M57, M69, M01, M04 y Control positivo (P)
Peso molecular 574bp

L : Ladder 100 bp

N: Control negativo




Anexo 3: Citologia de capa leucocitaria positivo a hepatozoon sp. (M150). Se
observa neutrofilo infectado con el gamonte de Hepatozoon sp que tiene forma

elipsoidal y ocupa la mayor parte de la célula (Aumento 100X).



Anexo 4

Identificacion molecular de Hepatozoon canis en canes con sospecha de

hemoparasitosis, en Lima Norte.

FICHA DE RECOLECCION DE INFORMACION
CAN: SEXO: M H EDAD: F.N.:
PESO: COLOR: RAZA:

ESTERILIZADA/CASTRADO: Sl NO
PROCEDENCIA:

PROPIETARIO: DNI:
DIRECCION: DISTRITO:
TELEFONO: FECHA:

CORREO ELECTRONICO:

EVALUACION DEL CAN
CONSTANTES FISIOLOGICAS: T° FC FR LLC
PULSO: MUCOSAS:

HISTORIAL MEDICO:

ANAMNESIS:
Presencia de garrapatas: SI NO

Si la respuesta es SI, especificar zona del cuerpo donde

Habitos del can: Vive dentro de la casa:... Vive fuera de la casa:.... Vive
dentro y fuera de la casa: ....

ALIMENTACION: casera... balanceada... mixta...



SIGNOS CLINICOS:

disorexia (SI) (NO), depresion (S1) (NO), fiebre (SI) (NO), vomitos (SI) (NO),
diarrea (SI) (NO), linfadenomegalia (SI) (NO), palidez de mucosas (SI) (NO),
petequias (SI) (NO), cojera (SI) (NO), . Otros : .....cvvvvevinniennnnn.

RESULTADOS DEL HEMOGRAMA
(SE ADJUNTA HEMOGRAMA)



