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Comunicacion

Deteccidon molecular de Hepatozoon canis en perros de
Mendoza, Argentina

Molecular detection of Hepatozoon canis in dogs from Mendoza, Argentina

Sophia Di Cataldo'*, Manuel Alejandro Guevara’

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar la presencia molecular de Hepatozoon en
perros de la provincia de Mendoza, Argentina. Se analiz6 el gen 18S en siete perros con
signos clinicos compatibles con hepatozoonosis canina. Ademas, se realizé la evalua-
cion de parametros sanguineos y frotis, asi como analisis filogenéticos. Se obtuvieron
secuencias compatibles 100% Hepatozoon canis, y se evidencié anemia en todos los
individuos analizados. Esta es la primera determinacién molecular del protozoo en
Mendoza, Argentina.
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The aim of this study was to determine the molecular presence of Hepatozoon in
dogs from the province of Mendoza, Argentina. The 18S gene was analysed in seven
dogs with clinical signs compatible with canine hepatozoonosis. In addition, the evaluation
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of blood parameters and smears, as well as phylogenetic analysis, was carried out.
Sequences 100% compatible with Hepatozoon canis were obtained, and anaemia was
evident in all the individuals analysed. This is the first molecular determination of the

protozoan in Mendoza, Argentina.
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INTRODUCCION

Los parasitos Apicomplexa del género
Hepatozoon comprenden un grupo de
protozoos transmitidos por artropodos
vectores capaces de infectar una amplia gama
de mamiferos, aves y reptiles (Smith, 1996).
De hecho, los perros domésticos pueden verse
afectados principalmente por dos especies H.
canis y H. americanum, siendo el primero el
mas frecuentemente detectado en estos
canidos (Baneth ef al., 2000). Las garrapa-
tas del complejo Rhipicephalus sanguineus
comprenden los vectores principales de trans-
mision de estos parasitos (Baneth y Cohn,
2016). La principal via de transmision es la
ingestion por parte de los hospedadores de
estos artropodos que contengan gamontes de
Hepatozoon spp (Baneth et al., 2007); sin
embargo, recientemente se ha descrito la
transmision vertical de este parasito, es decir
de madre a cria (Schéfer et al., 2022).

Una vez en el hospedador, H. canis in-
fecta a los leucocitos y tejido linfatico (Baneth
y Cohn, 2016), aunque sin llegar a presentar
signos clinicos a menos que las cargas
parasitémicas sean muy eclevadas o que se
encuentren en coinfecciéon con otros agentes
(Sasanelli ef al., 2009). En caso de presen-
tarse manifestaciones clinicas, suelen ser
poco especificas abarcando estados de
letargia, fiebre y anemia (Greene, 2006).

El diagnostico en la clinica diaria suele
estar limitado a la presentacion de los signos
clinicos y a la visualizacién de gamontes en
muestras de frotis sanguineo (Baneth ef al.,
2007). Sin embargo, este tltimo método sue-

le ser poco sensible (Vincent-Johnson et al.,
1997; Paludo et al.,2003). La mayoria de los
reportes de Hepatozoon con diagnostico
molecular suelen encontrarse en el continen-
te europeo y asiatico (Dantas-Torres ef al.,
2012). En Sudamérica los estudios se con-
centran mayoritariamente en Brasil (Paludo
et al., 2003), mientras que en Argentina son
escasos (Eiras et al., 2007; Cicuttin y De
Salvo, 2017), siendo mas frecuentes los arti-
culos limitados al diagndstico microscopico
de estos agentes (Guevara et al., 2013;
Vezzani et al.,2017; Palomeque, 2019; Martin
etal.,2022). Este protozoo ha sido reportado
a su vez en una variedad de animales silves-
tres, aunque no correspondiendo a la especie
H. canis (Millan et al., 2019; Tarragona et
al.,2023; Thomas et al., 2024).

Ante la expuesta falta de reportes con
diagnostico molecular en el pais, el objetivo
de este estudio fue detectar mediante PCR
la presencia de Hepatozoon sp en perros de
la provincia de Mendoza, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

En la Veterinaria «Las Praderas» entre
2017 y 2019 fueron recibidos siete perros
domésticos de diversas veterinarias de las
localidades de Lujan de Cuyo en Mendoza,
Argentina. Los animales fueron referidos por
letargia e intolerancia al ejercicio, y tras la
revision clinica se revelaron mucosas palidas
y la presencia de garrapatas en algunos indi-
viduos. El grupo de estudio comprendio cin-
co hembras y dos machos, con edades entre
3 meses y 7 afios.
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Previa autorizacion de los propietarios
se obtuvieron muestras de sangre de la vena
cefalica antebraquial y se conservaron en
tubos con EDTA para su analisis molecular y
hematologico. Los tubos para analisis de PCR
fueron refrigerados a -15 °C hasta su proce-
samiento. Se realizo ademas la evaluacion
microscopica del frotis sanguineo y la esti-
macion de parametros hematologicos con el
equipo EXIGO EOS Veterinary Hematology
Analyzer (Boule Medical, Suecia).

La extraccion de ADN se realizo utili-
zando el DNeasy® Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo del
fabricante a partir de 100 pl de muestras de
sangre entera. Como control interno de ex-
traccion de ADN canino se utilizé el gen
RPS19, empleando los cebadores RPS19-F
(52 CCTTCCTCAAAAA/GTCTGGGL 32)
y RPS19-R (5° GTTCTCATCGTAGG-
GAGCAAG 3’) generando un fragmento de
375 pb (Brinkhof et al., 2006). Para el diag-
noéstico molecular del protozoo se realizo una
PCR convencional del gen 18S rRNA que
amplifico 670 bp mediante la utilizacion de
los cebadores HEP-1 mod F (5° CGCG-
AAATTACCCAATTCTA 3’) y HEP4 R (5°
TAAGGTGCTGAAGGAGTCG-TTTAT 3°)
(Spolidorio et al.,2009) (Cuadro 1). Se utili-
z6 agua libre de nucleasas como control ne-
gativo y una muestra de Hepatozoon spp de
gecko tropical (Hemidactylus mabouia)
como control positivo. Los productos de PCR
fueron sometidos a electroforesis en gel y
visualizados bajo un transiluminador de UV.
Aquellos que resultaron positivos fueron
secuenciados por Macrogen®, y las secuen-
cias obtenidas se compararon con las depo-
sitadas en la base de datos GenBank®
(NCBI).

A fin de poder establecer identidad
genética se realizo un arbol filogenético em-
pleando el método de maxima verosimilitud
(Maximum-likelihood-ML) con 1000 repli-
caciones en el software MEGA 7.0.26
(Kumar et al., 2016), utilizando el modelo
Tamura-3 con distribucion gamma (T92+G)
determinado mediante jModelTest 2.1.6
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Cuadro 1. Condiciones de las PCR realizadas

Tem([:)ecr;l tura Tiempo Ciclos

Control 95 5m 40
endogeno 95 20 s
canino (gen 55 30's
RPS19) 72 15s

72 7 ms
Hepatozoon 95 3m 40
(gen 95 15s
18sRNA) 55 40 s

72 40 s

72 5m

(Darriba et al., 2012). Las secuencias fue-
ron alineadas mediante ClustalW a través del
software Geneious Prime 2019.2.1 (Biomatter
Ltd). La determinacion de tipos de secuen-
cianucleotidica (ntST) o haplotipos fue reali-
zada mediante el software DNA Sequence
Polymorphism 6.12.03 (Rozas et al., 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectd ADN de Hepatozoon spp
en los siete perros que asistieron a consulta.
Las secuencias mostraron 100% de identi-
dad con otras de Hepatozoon canis de pe-
rros domésticos de diversos paises de Euro-
pa y Asia (niameros de acceso: MH615006,
KC138531, IN584477, EU289222, DQS51-
9358, AY461378), asi como 100% de identi-
dad con H. canis de un zorro rojo (Vulpes
vulpes) de Espafia (n. a.: AY731062). Esta
es la primera determinacion molecular del
protozoo en la provincia de Mendoza, Argen-
tina. El uso de técnicas moleculares ha per-
mitido incrementar la deteccion de agentes
que se encuentran en bajas cargas, facilitan-
do la determinacion de diagnodsticos en casos
complejos (Calil et al., 2019). Hepatozoon
canis es la especie de presentacion mas co-
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Figura 1. Arbol filogenético del gen 18S RNA (656 pb) de Hepatozoon spp empleando el mé-
todo de maxima verosimilitud (ML). Una secuencia de H. catesbianae ha sido em-
pleada como outgroup. Se brindan los valores de soporte mayores a 70 en los nodos
del arbol. Un circulo negro sefiala la secuencia consenso del estudio

mun en canidos domésticos (Baneth y Cohn,
2016), habiéndose detectado en perros en
provincias argentinas alejadas a Mendoza por
mas de 1000 km (Cicuttin y De Salvo, 2017).

La identificacion de este parasito a ni-
vel de especie permite conocer el potencial
que tiene de infectar a otras especies anima-
les, incluido el humano (van As et al., 2020).
Todas las secuencias de Hepatozoon perte-
necieron al mismo tipo nucleotidico (ntST),
alineandose en el clado de H. canis con se-
cuencias de perros de Venezuela e Israel, asi
como de zorros rojos (Vulpes vulpes) de la
Republica Checa y de chacales (Canis
aureus) de Rumania (Figura 1). Los analisis
filogenéticos efectuados permiten asegurar
que la especie detectada en los perros de este
estudio corresponden a H. canis. Este pro-
tozoo ha sido detectado también en canidos
silvestres como zorros del género Lycalopex
(Millan et al., 2019; Di Cataldo et al., 2022),
de alli la importancia de la tenencia respon-
sable de mascotas para evitar el contagio con
especies silvestres.

Una revision de casos en el sur de Bue-
nos Aires, Argentina, determind en perros una
prevalencia de Hepatozoon de 2.3% (Vezzani
et al., 2017). Ese estudio se baso en la eva-
luacidén mediante microscopia Optica de ex-
tendidos sanguineos, por lo que la prevalen-
cia puede estar subestimada. Lo mismo su-
cede con el estudio de Linares (2011) en la
provincia de Mendoza, y con el reporte de
Martinez et al. (2018) en la provincia de Santa
Fe. No obstante, todos esto informes y el del
presente estudio denotan la endemicidad del
protozoo en el pais.

La evaluacion hematologica demostro
la presencia de anemia en todos los perros,
siendo normocitica normocrémica en un ani-
mal, normocitica hipocrémica en uno,
macrocitica normocromica en dos, y
macrocitica hipocrémica en tres animales. A
excepcion de un paciente, todos exhibieron
leucocitosis con desvio a la izquierda
regenerativo (Cuadro 2). Los hallazgos coin-
ciden con otros reportes (Baneth y Weigler,
1997) haciendo referencia a los niveles ele-
vados de parasitemia que presentaron estos
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Cuadro 2. Valores de los parametros sanguineos en siete caninos domésticos reportados por letargia
y positivos al gen 18S rNA (656 pb) de Hepatozoon spp

. . Rango medio detectado =
Parametro sanguineo Rango normal! &

DE
Hematocrito, % 31-40% 243%+5.8
Eritrocitos, millones/mm? 4.5-7 3.01+£0.42
Hemoglobina, g/dl 10-15 7.5+1.6
Volumen corpuscular medio, fl 63-77 77+53
Concentracion de hemoglobina
corpuscular media, % ¢ 33-36 31619
Recuento plaquetario, mm? 200,000-900,000 261,429 + 133,345
Leucocitos, mm? 6,000-17,000 28,357 + 12,964
Neutréfilos segmentados, mm? 3,000-11,500 21,389 + 10,135
Neutrofilos en banda, mm?® 0-300 1,531+ 1,415
Linfocitos, mm?> 1,000-5,000 3,745+ 1,802
Monocitos, mm> 150-1,400 1,692 + 1,387
Eosinofilos, mm? 10-1,200 0

1 En base a los promedios brindados por el equipo utilizado

Figura 2. Gamontes de Hepatozoon spp detectados en extendido sanguineo de un perro positi-
vo al gen 18S RNA (656 pb) de Hepatozoon spp y con signos clinicos de letargia
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pacientes. En todos los extendidos sanguineos
se observaron estructuras compatibles con
Hepatozoon spp (gamontes) (Figura 2).

Desafortunadamente se extraviaron al-
gunas de las garrapatas que se recuperaron
de los pacientes, por lo que no se pudo iden-
tificar en detalle la especie a la que corres-
pondian. No obstante, en otros casos se con-
firmo la presencia de R. sanguineus, lo cual,
junto con la falta de administracion de drogas
desparasitantes externas, denota la posible via
de transmision de este protozoo.

Diversos estudios han demostrado que
las manifestaciones clinicas y el perfil
hematoldgico no siempre demuestran la pre-
sencia de H. canis (Hangsawek et al., 2020).
Los autores comprenden que el uso de técni-
cas moleculares en el diagnodstico diario de
agentes transmitidos por vectores como
Hepatozoon spp suele ser de dificil ejecu-
cion debido a los costos y tiempos que aca-
rrean estas metodologias. Sin embargo, se
insta a los profesionales a que, en caso de no
poder realizar la deteccion molecular de es-
tos protozoos, opten por la evaluacion
citologica de capas leucocitarias y no de frotis
sanguineo de rutina, debido a la mayor sensi-
bilidad que reviste la primera técnica (Otranto
etal.,2011).
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