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RESUMEN

Hepatozoon spp., es un género de protozoos que pueden infectar a varios
animales, incluyendo caninos, estos pueden infectarse por la ingestion de la
garrapata marron del perro Rhipicephalus sanguineus esto es de gran
importancia debido al gran impacto epidemiolégico qué genera en la salud. El
presente trabajo de investigacion tuvo un disefio cuantitativo de tipo no
experimental y correlacional. Los resultados se obtuvieron por medio de la
Técnica de Buffy Coat, se recolectaron 100 muestras de sangre de caninos
con signologia presuntiva a Hepatozoon spp en la veterinaria VetMav, del
cantdbn Daule. se logré6 observar con el objetivo 100x, infecciones y
coinfecciones siendo 68 caninos positivos a Ehrlichia spp, 18 caninos
mostraban una coinfeccion de Ehrlichia y Babesia. En el analisis estadistico
con Chi-Cuadrado se expresa que no hay significancia alguna entre los signos
clinicos y la presencia de Hepatozoon spp, (p= 0,05). En la microscopia con
la Técnica Buffy Coat, se encontr6 un gamonte por portaobjeto en neutréfilos
y monocitos de forma irregular, no ovalada lo cual no coincide con las
caracteristicas asociadas al protozoario. En conclusién, no se determiné la
presencia de Hepatozoon spp en los meses de mayo y junio sin embargo el
traslado de animales de otros paises y continentes son una probabilidad de
propagacion de este.

Palabras claves: Hepatozoon, Buffy Coat, garrapata, microscopia, caninos
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ABSTRACT

Hepatozoon spp., is a protozoon that can infect various animals, including
canines, these can be infected by ingesting the brown dog tick Rhipicephalus
sanguineous, this is great importance due to the huge epidemiological impact
it generates on health. The present research work had a quantitative design,
non-experimental and correlational type. The results were obtained by means
of the Buffy Coat Technique, were collected from 100 blood samples from
canines with presumptive signs of Hepatozoon spp at the VetMav veterinary
clinic, in Daule. It was possible to observe infections and coinfections with the
100x objective, with 68 canines being positive for Ehrlichia spp, 18 canines
showing Ehrlichia and Babesia coinfection. In the statistical analysis with chi-
square, it is expressed that there is no significance between the clinical signs
and the presence of Hepatozoon spp, (p= 0.05). In microscopy with the Buffy
Coat Technique, one gamont per slide was found in neutrophils and
monocytes with an irregular shape, not oval, which does not coincide with the
characteristics associated with the protozoan. In conclusion, the presence of
Hepatozoon spp was not determined in the months of May and June, however
the transfer of animals from other countries and continents is a probability of
its spread.

Keywords: Hepatozoon, Buffy Coat, tick, microscopy, canines
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1 INTRODUCCION

La falta de estudios epidemiolégicos, crean obstaculos al entender la
distribucion y prevalencia de Hepatozoon spp., en el Ecuador, lo que
dificulta el control y prevencién para esta enfermedad. Es crucial realizar
investigaciones en las regiones del Ecuador debido a que puede tener un
impacto negativo en la salud animal ya que afecta a animales silvestres y

domeésticos.

Hepatozoon spp., es un género de protozoos que pueden infectar a
varios animales, incluyendo caninos; la forma en la que se transmite esta
enfermedad empieza al momento de ingerir la garrapata Rhipicephalus
sanguineus, las garrapatas de este género son endémicas en paises de

climas tropicales.

Diferentes investigadores han confirmado la existencia de este
protozoario en paises de América del Sur como Paraguay, Chile, Argentina
y Peru. La zona costera del Ecuador presenta temperaturas idoneas para
la sobrevivencia de ectoparasitos de este tipo, sin embargo, hasta la fecha

no se han encontrado registros oficiales que detecten casos de Hepatozoon
spp.

Los signos clinicos que se presentan en los caninos: letargia,
problemas  gastrointestinales, paralisis de las extremidades,
adelgazamiento, supuracién ocular y nasal no son patognomonicos y
pueden estar presentes en otras enfermedades hemoparasitarias como

erhliquia, babesia y anaplasma.

La técnica microscopica alta sensibilidad y especificidad para
diagnosticar Hepatozoon spp., es la Técnica de Buffy Coat, que consiste en
la separacion de los elementos sanguineos mediante centrifugacion, la

capa intermedia que se forma contiene glébulos blancos y plaquetas.



La capa leucocitaria, es una parte importante para el diagnéstico de
enfermedades hemoparasitarias, ya que los glébulos blancos son un
componente clave del sistema inmunolégico y estan involucrados en la

respuesta del cuerpo a las infecciones.

En esta investigacion se desarroll6 el diagnéstico de Hepatozoon spp
en caninos del canton Daule mediante la Técnica Buffy Coat la cual tiene
una alta sensibilidad en alta parasitemia, la extraccion de sangre se realizé
a 100 caninos que presentaron signologia presuntiva a Hepatozoon spp.,

en los meses de mayo y junio del presente afio.
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general.

Diagnosticar Hepatozoon spp mediante la Técnica Buffy Coat en

caninos en una Clinica Veterinaria del cantéon Daule

1.1.2Objetivos especificos.

e Reconocer signos clinicos asociados al agente infeccioso mediante la
valoracion clinica.

e Determinar la presencia de Hepatozoon spp. mediante la Técnica Buffy
Coat en caninos con signologia asociada a la patologia.

e Correlacionar los signos clinicos de los caninos y la presencia de
Hepatozoon spp.
1.2 Hipotesis nula (Ho)
No hay correlacion entre los signos clinicos observados en los caninos

y la presencia de Hepatozoon spp., detectada en la Técnica de Buffy Coat en

la clinica veterinaria del canton Daule.

1.3 Hipotesis alternativa (H1)

Los signos clinicos presentes en los caninos atendidos en la clinica

veterinaria del canton Daule, estan relacionados con la deteccion positiva de

3



Hepatozoon spp., mediante la Técnica de Buffy Coat, lo que sugiere que la

presencia de la enfermedad contribuye a los signos clinicos estudiados.

1.4 Preguntas de investigacion

¢ Existe una correlacién entre la presencia de Hepatozoon spp, y la

manifestacion de los signos clinicos en los caninos?



2 MARCO TEORICO

2.1 Hemoparésitos en caninos

Los hemopardsitos son organismos infecciosos que se transmiten a
través de vectores hematdfagos y que necesitan de una localizacion
permanente en el sistema circulatorio o en los tejidos sanguineos, durante al
menos una de sus etapas evolutivas. Tienen gran relevancia ya que pueden
ocasionar enfermedades graves en los caninos y presentar una amenaza
potencial para la salud publica debido a su naturaleza zoonética (Ruiz et al.,
2019).

En los caninos podemos encontrar: anaplasma, ehrlichia, babesia,
hepatozoon y dirofilaria debido a la zona y ubicacion tropical que tiene el pais
la misma que favorece el habitat (Celis & William, 2021). La reproduccién de
los principales vectores como lo es la garrapata marrén o garrapata del perro
Rhipicephalus sanguineus, que se encuentra distribuida en todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo al igual que otros vectores que pueden

infectar a los caninos como mosquitos, pulgas, chinches (Chaico et al., 2023).

La transmision de estos parasitos puede ser impredecible, el agente
infeccioso causa una extensa variedad de sintomatologia que afectan la salud
del animal (Celis & William, 2021). Es compleja debido a que ningdn sintoma
es patognomonico y pueden desarrollarse después de un largo periodo de
incubacion. Los animales pueden sufrir infecciones cronicas, servir como

reservorios y, en general, presentar coinfecciones (Ruiz et al., 2019).

Los autores Arostegui Rodriguez & Bermudez (2016) mencionan que
debido a las manifestaciones severas que presentan los caninos no se extrafia
gue los mismos se encuentren infectados por mas de dos hemoparasitos, las
cuales cuando se encuentran de forma asintomatica pudiéndose diagnosticar

Unicamente mediante un examen laboratorial.



2.2 Rhipicephalus sanguineus

La garrapata marrén del perro como es conocida cologuialmente, esta
distribuida por todo el mundo, es la especie de la garrapata que se encuentra
en todos los continentes, es comun encontrar este ectoparasito en los caninos
domésticos, parasita otros huéspedes incluidos los humanos. Es el vector de
agentes como Babesia, Ehrlichia, Anaplasma, Hepatozoon (Cesar et al.,

2015).

2.2.1 Taxonomia.

Segun Justo (2008) el orden taxonémico de la garrapata se clasifica en:

Tabla 1 Taxonomia de la Garrapata

Reino Animal
Subreino Metazoa
Superfilum Bilateria Protostomia
Filum Artropoda
Subfilum Chelicerata
Clase Arécnida
Subclase Acarina
Orden Parasitiformes
Suborden Metastigmata o Ixodides
Superfamilia Ixodoidea
Familia Ixodidae
Subfamilia Rhipicephalinae
Género Rhipicephalus
Especie R.sanguineus

Fuente: Justo, 2008
Elaborado por: La Autora



2.2.2 Morfologia.

La garrapata marrén del perro pasa por cuatro etapas en su ciclo de vida:
huevo, larva, ninfa y adulto. Entre capa etapa ocurre una muda en la que la
garrapata se deshace de su caparazén externo. Después de nacer del huevo,
la garrapata necesita un huésped intermediario para alimentarse, en la etapa

larval es pequeiia y transparente con seis patas (Casal et al., 2019).

En la etapa de ninfa y adulto, tiene ocho patas y un tono marrén rojizo,
a diferencia de otras garrapatas, esta especie carece de marcas distintivas.
Las adultas llegan a crecer de 3-6 mm a 12 mm. En climas célidos con
huéspedes caninos, el ciclo de vida se completa en dos meses y en
condiciones idoneas tropicales tienes hasta cuatro generaciones en un afo
(Rodriguez et al., 2023).

2.3 Hepatozoon spp
2.3.1 Historia.

El descubrimiento inicial de este protozoario en la muestra de un canino
tuvo lugar en la India en 1905. Este organismo tomo gran relevancia debido a
su forma de transmisién en el que uno de sus principales vectores es la

garrapata marrén del perro Ripicephalus sanguineus (Pardo Martinez, 2016).

Se reportd un caso en Colombia, Cucuta en el 2016, el canino
presentaba vémitos durante tres dias seguidos, fiebre de 40 °C, presencia de
garrapatas y pérdida de peso, con la ayuda diagnostica de un frotis sanguineo
se constatd la presencia de Hepatozoon spp., en los glébulos blancos del

canino (Cala Delgado et al., 2018).

Otro caso fue reportado en Buenos Aires en una hembra de 7 afios, los
signos clinicos que presentaba fue hipertemia de 41 °C y disminucién del
estado de conciencia, su bioquimica presentaba hiperproteinemia,
hipoalbuminemia y transaminasas elevadas, resultd positivo a Hepatozoon
canis y una coinfeccion de Ehrlichia canis, se llevo a cabo un tratamiento con

Doxiciclina, pero a los 3 meses fallecié (Malacari et al., 2022).



En una clinica de Tamaulipas, México se report6 el caso de un macho
raza bloodhound de 3 afios de edad, procedente de una zona rural, los signos
clinicos que presentaba era paralisis de sus extremidades anteriores y
posteriores, anorexia, vomito y sialorrea ademas presentaba una moderada
presencia de ectoparasitos, en el leucograma presentaba una inflamacién
cronicay en el frotis sanguineo se observaron inclusiones intracitoplasméaticas
alargadas tefiidas de azul palido compatible con gamontes de Hepatozoon

spp., (Carvajal et al., 2012).

Un equipo de médicos encontr6 en un periodo de siete meses 3 casos
positivos a Hepatozoon canis diagnosticado Unicamente por frotis sanguineo
tefidos con Wrigth en zonas que anteriormente fueron consideradas no
endémicas, los pacientes no presentaban signologia por lo cual gracias al

diagndstico se trataron favorablemente (Ardila, 2007).

Segun Cala Delgado et al (2018) el Hepatozoon es transmitido por
invertebrados como: , &caros, mosquitos, garrapatas, moscas, pulgas y piojos,
cuando el hospedador ingiere a este vector antes mencionado ocurre su
transmision, actualmente no se han encontrado informes de transmision
mediante la saliva de los vectores como ocurre con otras infecciones de origen

hemoparasitarias.

2.3.2 Taxonomia de Hepatozoon spp.

Con respecto a su taxonomia Hepatozoon spp., se ubica dentro del
phylum Aplicomplexa, clase Conoidasida, subclase Coccidia, familia
Hepatozoidae. Comprende alrededor de 340 especies que pueden
infectar desde mamiferos, reptiles, anfibios y aves, actualmente en los
caninos se ha encontrado la especie Hepatozoon canis y Hepatozoon

americanum (Mastrantonio & Eiras, 2023).

2.3.3 Etiologia.

El género Hepatozoon un tipo de protozoario, el cual abarca

aproximadamente 300 especies distribuidas ampliamente en todo el mundo.



Se ha registrado la presencia de esta enfermedad en 120 serpientes y en 46

mamiferos (Rey-Valeirdn et al., 2012).

Para que el perro logre ser infectado la garrapata deber ser ingerida,
para liberar los esporozoitos en el intestino y penetren la pared intestinal del
perro para diseminarse en ganglios linfaticos, bazo, higado, medula 6sea

invadiendo las células de estos organos (Muylem, 2014).

En comparacion a otros hemoparasitos que infecta a glébulos rojos
este infecta el interior los leucocitos penetrando neutrdéfilos y monocitos en
donde se desarrolla una estructura ovoide de 250 — 500 um de didmetro
(Mastrantonio & Eiras, 2023) ; en zonas urbanas generalmente el transmisor
es la garrapata marrén del perro Rhipicephalus sanguineus (Rey-Valeiron
et al., 2012).

Figura 1 Gamontes de Hepatozoon en neutrdfilos.
Fuente: Teixeira, 2020



2.3.4 Distribucién geogréafica.

La presencia de esta infeccion multisistémica se ha distribuido a nivel
geografica en la mayoria de los continentes, debido a que los vectores que
transmiten este protozoario tienen una alta afinidad por sectores de clima
tropical y lugares célidos ya que son propicios para su reproduccién (Ospina,
2021).

Hepatozoon spp., ha adquirido gran importancia en la clinica de
pequefias especies, principalmente en perros, en los Ultimos afios. Desde su
descubrimiento, ha habido un aumento en la prevalencia de la enfermedad en
diferentes regiones de América del Sur, y esto esta relacionado con la
presencia ambiental de su huésped definitivo, la garrapata Rhipicephalus
sanguineus, y con la marcada estacionalidad que presenta esta garrapata

durante la época de verano (Meder et al., 2015)

2.3.5 Ciclo biolégico.

El ciclo de vida de Hepatozoon spp., abarca a distintos hospedadores
tanto vertebrados como invertebrados. Aborda con una etapa de crecimiento
asexual llamada merogonia en el hospedador vertebrado intermediario, el
mismo que puede ser un mamifero. Posteriormente, se desarrolla una fase
sexual llamada gametogonia, en la cual culmina la ultima fase que conduce a
la esporogonia en hematéfago invertebrado, que desempefiara el papel de
hospedador definitivo (Teixeira, 2020).

2.3.6 Ciclo biolégico de Hepatozoon spp en el vector.

Los merozoitos pueden producir una formacion de merontes
secundarios, cuando el hospedador definitivo como la garrapata, se alimenta
de la sangre periférica de un paciente parasitémico, los gamontes son
liberados dentro del el intestino de la garrapata, es alli donde ocurre el proceso
de la gametogonia. La union del microgameto y el macrogameto provoca la

formacion de un cigoto movil el cual se dirige al hemocele de la garrapata,
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donde se produce la esporulacién de los ooquistes, que evolucionan hasta
volverse infecciosos (Renfigo, 2022).

Los principales hospedadores definitivos de Hepatozoon spp., son
multiples hematofagos, tales como fleb6tomos (Phlebotominae), garrapatas
(Ixodidae y Argasidae), mosquitos (Culicidae), acaros (Acari), moscas
picadoras (Diptera), , piojos (Anoplura), chinches (Hemiptera) Y pulgas

(Siphonaptera) (Bazzano et al., 2021).

Estos insectos actlan como vectores y contribuyen a la transmision del
parasito por medio de la ingestion de los vectores mencionados siendo una
de las principales vias de infeccion, estudios recientes han demostrado que
también existen otras formas de transmision transplacentaria al momento que
el paciente tiene a sus crias y por depredacion siendo uno de los ciclos

biolégicos que resalta una complejidad (Pardo Martinez, 2016).

2.3.7 Ciclo biolégico de Hepatozoon spp en caninos.

La ingestion de los vectores que portan ooquistes esporulados por
parte del hospedador intermediario tiene como resultado empieza la liberacion
de esporozoitos dentro del tracto gastrointestinal. Estos esporozoitos
atraviesan la parte intestinal y se transportan por medio de la via hemolinfatica
hacia los érganos diana, como el higado, bazo y médula ésea, donde ocurre
la etapa de la merogonia dando lugar a la formacién de merozoitos, que
posteriormente son liberados y penetran en los neutréfilos y monocitos el cual
realiza el proceso de gamontogonia formandose en gamontes que se

encuentran en la sangre periférica (P. N. Martinez, 2016).
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Figura 2 Ciclo biolégico de Hepatozoon
Fuente: Teixeira, 2020

2.3.8 Patogenia.

El periodo de incubacion aproximado es de entre 15 a 30 dias,
mientras que la prepatencia se extiendo de cuatro a seis semanas Yy la
patencia puede durar varios afos. Los protozoarios pueden permanecer como
estructuras quimicas en células, evadiendo una respuesta inflamatoria hasta
poder liberar los micromerozoitos, lo que desencadena la respuesta
inflamatorio-granulomatosa causante del dolor de los huesos (Arcila et al.,
2005).

Al completar el ciclo en el canino se puede ver la infeccion en sangre
periférica segun estudios después de 3 meses de la ingestion del vector. los
organos se ven afectados y se refleja en el aumento del tamafio debido a
lesiones vasculares, degeneracion fibrinoide de los vasos, mineralizacion,

infiltracion celular, amiloidosis en distintos 6rganos (Ardila, 2007).
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2.3.9 Manifestaciones clinicas.

Se ha notado que la presencia de los dingos clinicos no es una
constante cuando se trata de infecciones por Hepatozoon spp., esto sugiere
que el protozoario puede ser detectado en leucocitos de perros en

aparentemente buen estado de salud (Wheeler et al., 2016).

Los signos clinicos no son patognomonicos y llegar al diagndstico
asertivo puede ser dificil. Puede manifestarse como procesos asintomaticos y
casos graves con signos multisistémicos, los signos con mayor frecuencia en
son: fiebre, aumento de ganglios linfaticos, y caquexia. Otros signos que se
manifiestan son: anemia, esplenomegalia, paraparesia o paraplejia, diarrea,
rigidez cervical, convulsiones, secreciobn ocular y nasal, sindromes

hemorragicos (Henao, 2023).

Martinez, C (2019) afirma que otra de las consecuencias de las
manifestaciones clinicas como los sindromes hemorragicos y fébriles sean
consecuentes de otras infecciones como Anaplasma, Ehrlichia debido a que

comparten el mismo vector.

En los valores hematoldgicos también se pueden observar ciertas
alteraciones. Los cambios mas usuales en los analitos laboratoriales
consisten en: anemia normocitica normocrémica regenerativa, disminuciones,
aumentos o recuentos normales en leucocitos, muy cominmente presentan
trombocitopenia en aproximadamente un tercio de los casos y en andlisis
bioquimico de la sangre: hipoglucemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia,

hiperfosfatemia, hipocalcemia e hiperfosfatemia (Pardo Martinez, 2016).

El analisis de las manifestaciones clinicas, no es un método definitivo
para establecer un diagndstico preciso, debido a que la mayoria de signos
clinicos se presentan en diversas infecciones causadas por otros

hemoparasitos (Gémez Martinez et al., 2015).
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2.3.10 Diagnostico.

El procedimiento de examinar los frotis de capa leucocitaria en el
microscopio con objetivos de 100x para el diagnéstico de Hepatozoon spp.,
con Giemsa o Diff-Quik, es la técnica mas sensible para detectar el
microorganismo, pero se debe tener en cuenta la cantidad de organismos

aumenta de acuerdo a la gravedad de la enfermedad (Spera, 2022).

Si un canino tiene parasitemia detectable de Hepatozoon spp, en el
frotis sanguineo o de capa flogistica solo se observaran entre uno o dos
neutréfilos por cada 1000 leucocitos (Rey-Valeirén et al., 2012). Los gamontes
de forma elipsoidal se encuentran en el citoplasma de los neutrdéfilos y
monocitos, son grandes y miden entre 8 a 12 um de largo por 3 a 6 um de
diametro, son de capsula grueso y nucleo central (Guendulain, 2015).

Es importante realizar el proceso de la Técnica Buffy Coat,
inmediatamente después de la extraccion, ya que con el pasar de las horas
los gamontes desaparecen, dejando areas no tefiidas en los glébulos blancos,
debido a su baja carga y escasez de 1 — 2 células por cada 1000 glébulos
blancos, se podria generar falsos negativos por lo extremadamente dificil que
es su deteccion con baja parasitemia y sus ciclos intermitentes (Pardo
Martinez, 2016).

Dado que identificar Hepatozoon spp., por medio de un frotis sanguineo
se vuelve complicado cuando la presencia del gamonte es minima por una
baja parasitemia, surge la relevancia de realizar muestras de bazo por medio
de biopsias para una deteccion del protozoario de una manera eficaz ya que
pueden ser considerados negativos en los resultados dando un diagnéstico

equivoco (Mejia & Acevedo, 2014).

Otros tipos de diagndstico son la histopatologia o la citologia de tejidos
de los 6rganos a los que afecta este protozoario y en donde se encontraran
merontes, se puede recolectar muestras de medula 6sea, bazo e higado. La

Técnica e Inmmunoflorescencia Indirecta (IFI) es altamente sensible en
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caninos con infeccién crénica ya que identifica anticuerpos reactivos contra

los antigenos del parasito (Palomeque, 2019).

La prueba de ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) es
también sensible para la deteccién de anticuerpos contra Hepatozoon spp.,
se lleva a cabo en un gran numero de sueros simultdneamente y es mas facil
y objetiva que la IFI, la sensibilidad de 86 % y la especificidad del 97 %. Sin
embargo, a pesar de su utilidad en investigaciones epidemioldgicas, estas
pruebas seroldgicas no se emplean de manera habitual en el diagnéstico

clinico (Acevedo et al., 2009).

Una complicacion en el proceso de diagnéstico reside en que los
parasitos dentro de los glébulos bancos, solo se hacen visibles después de
que los sintomas clinicos han disminuido. Esto explica que los esquizontes se
detectan previamente en impresiones de punciéon de médula ésea, biopsias
de bazo o higado (Arcila et al., 2005).

Menciona Dominguez (2011) que se deben descartar enfermedades
como Babesia, Ehrlichia y Anaplasma, ante la concurrencia de estas
infecciones en el medio que se habita, con la facilidad de efectuar un buen
diagnéstico ya que muchas de estas enfermedades, ya mencionadas tienen

signos clinicos similares.

2.3.11 Tratamiento.

El tratamiento para Hepatozoon spp, enfermedad causada por el
protozoo Hepatozoon, ha sido objeto de estudio en varios paises y se han
utilizado varios medicamentos, pero los resultados son contradictorios en

cuanto a su eficacia (Acevedo et al., 2022).

Los medicamentos mas utilizados es el dipropionato de imidocarb y el
trimetoprin sulfa. Otros medicamentos como las tetraciclinas, toltrazurilo, el
fosfato de primaquina, y clindamicina también se pueden usar en terapia
combinada, pero generalmente no se obtiene la respuesta deseada debido a

gue no se logra eliminar completamente el protozoo, lo que provoca que los
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pacientes siguen presentando sintomas que empeoran con el tiempo (Bitton,
2021).

El protocolo de tratamiento actual para H. canis consiste en administrar
dipropionato de imidocarb a una dosis de 5-6 mg/kg por via subcutdnea o
intramuscular, por 4 sesiones o0 hasta que los gamontes ya no estan presente
(Bowman, 2019). Con la finalidad de tratar las coinfecciones transmitidas por
el principal vector la garrapata, a menudo se combina el dipropionato de
imidocarb con doxiciclina con dosis diarias de 10 mg/kg por aproximadamente
21 dias (Ilvanov et al., 2018).

Por lo tanto, controlar el vector en el entorno y evitar que se alimente
de perros infectados ayuda a romper la cadena de transmision. Con base en
el comportamiento de la especie R. sanguineus, es importante desarrollar
estrategias de control basadas en la aplicacion regular de productos para
combatir las garrapatas. Ademas, se debe considerar la aplicacion de
tratamientos preventivos en los hospedadores como en el entorno interno y
externo (Vera, 2018)
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion de lainvestigacion
La investigacion se realizé en la Veterinaria VetMav ubicada en Guayas,

Daule. Av. Vicente Piedrahita y Boyaca. Esq.
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Figura 3 Ubicacién geografica

Fuentes: Google Maps (2022)

3.2 Caracteristicas climéaticas

Daule tiene un clima tropical. La temperatura media anual en Daule es
32 °C y la precipitacion media anual es 1341 mm, la humedad media es del

83 %y el indice UV es 6 (Weather, 2022).

3.3 Materiales

e Boligrafo
e Historial de recoleccion de muestras

e Mandil
¢ Guantes
e Celular
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e Hojas A4

e Computadora

e Rotulador

e Tubos de tapa lila con EDTA 2 ml
e Lamina portaobjetos

e Tincion Diff-Quik

e Microscopio

e Aceite de inmersion

e Jeringas

e Tubos capilares

e Centrifugadora

¢ Plastilina para hematocrito
e Algodon

e Alcohol

e Torniquete

3.4 Tipo de estudio

El estudio tuvo un disefio cuantitativo, de tipo no experimental y
correlacional. Se centré en la relacion entre la signologia manifestada por los

caninos con los signos clinicos caracteristicos de la infeccion.

3.5 Poblacion y muestra de estudio

La poblacion de interés para este estudio fueron los caninos que se
encuentran en el canton Daule. De la cual, la muestra correspondié a 100
caninos que se presentaron con signos relacionados a Hepatozoon spp., y se

realizaron examenes de sangre en el periodo de mayo y junio del afio 2023.

3.6 Analisis estadistico

La investigacion tuvo un muestreo por conveniencia, la informacion
procesada se recopildé en hojas de calculo representando las variables por
medio de tablas y gréficos. En el &mbito estadistico se emple6 una prueba de
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hipotesis de Chi cuadrado mediante InfoStat para establecer mediante el p
valor (p= 0,05) si existe alguna relacion entre las variables dependientes e

independientes.

3.6.1 Método correlacional.

Se registraron las variables como edad, sexo, condicidon corporal,
signologia como: letargia, problemas gastrointestinales, paralisis de las
extremidades, adelgazamiento, supuracién ocular y nasal lo cual nos permitio

realizar una correlacion con los casos positivos a Hepatozoon spp.
3.6.2 Método cuantitativo.

Se tomaron en cuenta los casos positivos, negativos y presencia de

ectoparasitos en los caninos.
3.7 Método de abordaje
3.7.1 Recoleccién de muestra.

Se procedié a la valoracion clinica del paciente, posterior se registré en
la historia clinica con la informacién brindada por el tutor, con base a esta
informacion se procedié a seleccionar a los caninos que se les recolecto la

muestra sanguinea.

Se realizé la recoleccion de 2 ml de sangre de la vena cefélica del
paciente canino en la veterinaria VetMav con una jeringa de 3 mly se depositd
en un tubo de tapa lila con EDTA de 2 ml, luego se identific6 cada muestra
con el nombre del paciente y se realiz6 movimientos invertidos hasta 10 veces

para integrar la muestra con el anticoagulante.
3.7.2 Técnicade diagndéstico.

La Técnica del Buffy Coat se fundamenta en la evaluacion del grosor

de la capa formada por los glébulos blancos y las plaquetas después de
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centrifugar la muestra de sangre tratada con un anticoagulante (Lavin et al.,
1990).

Las células se distribuyen en funcion de su densidad especifica.
Inicialmente, este método fue concebido para analizar muestras de sangre
humana, pero en la actualidad se ha adaptado para su empleo en muestras
de sangre de perros, gatos, vacas y caballos, a continuacion se explica a
detalle el procedimiento de la Técnica Buffy Coat (Garfio & Estrada, 2021).

e Se llen6 3% partes de la capacidad del tubo capilar con sangre
anticoagulada con EDTA, en una posicién del tubo casi horizontal para
facilitar el llenado

e Se realizé el sellado del capilar del lado del anillo coloreado con
plastilina para hematocrito.

e Se limpio el exceso de sangre de la parte exterior del capilar

e Se procedio a colocarlas en la centrifuga a 4000 rpm por 5 minutos, sin
detener la centrifuga.

e Se obtuvo la separacion del plasma, eritrocitos y la capa leucocitaria
llamada Buffy Coat.

e Se procedio a retirar los capilares de la centrifuga.

e Eltubo capilar se dividié justamente debajo de la capa leucocitaria.

e Se depositd en el portaobjetos una gota de la capa leucocitaria y se
procedi6 a realizar el extendido.

e Se realiz6 la tincion de inmersion rapida en un vaso de precipitacion
con tincién de Diff-Quik de tres pasos: Fijacién 15 segundos, Solucién
de eosina 15 segundos, Solucién de tiazina 5 segundos y luego se
enjuagod con agua limpia.

e Se observé en el microscopio en 100x con aceite de inmersion.

e Se registro lo observado en la hoja de campo.
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3.8 Variables de estudio
3.8.1 Variables dependientes.
Presencia de Hepatozoon spp., en caninos.

3.8.2 Variables independientes.

o Edad
2 meses a 6 meses (A)
7 meses a 12 meses (B)
2 afios a 6 afios (C)
7 anos a 11 afos (D)
o Sexo
Macho
Hembra
o Presencia de ectoparasitos
Alta
Media
Baja
o indice de condicién corporal
Escalade 1l a5
1: Emaciado, son evidentes las costillas, no hay grasa corporal, pliegue
abdominal muy marcado, huesos prominentes sin capa de grasa.
2: Delgado, las costillas son visibles poca grasa palpable.
3: Peso ideal, las costillas son palpables con minima cantidad de grasa,
se observa el pliegue abdominal.
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4: Sobrepeso, las costillas se palpan con dificultad por la capa gruesa
de grasa, no hay pliegue abdominal y la cintura se observa ligeramente
ensanchada

5: Obeso: las costillas no son palpables al tener una gruesa capa de
grasa, no hay cintura y la grasa cuelga desde el abdomen.

Signos clinicos

Letargia

Diarreas sanguinolentas

Pardlisis de las extremidades anteriores

Pardlisis de las extremidades posteriores

Adelgazamiento

Secrecion ocular

Secrecion nasal

Inapetencia

Tratamientos anteriores

Uso de antibioticos como Oxitetraciclina

Uso de Dipropionato de Imidocarb
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4 RESULTADOS

En el presente estudio de investigacion, luego de ser analizadas las
muestras de sangre de 100 caninos de la clinica veterinaria VetMav, se

obtuvieron los siguientes resultados:

4.1 Clasificacion de los caninos segun su edad

De los 100 caninos que se presentaron a realizarse examenes de
sangre con signologia presuntiva a Hepatozoon spp., el mayor porcentaje
pertenece al rango de edad de 2 a 5 afios con un 40 % y en un menor
porcentaje se encontraban entre los 11 a 16 afios con un 2 %. Ver Tabla 2,
Figura 4.

Tabla 2. Edad de los caninos muestreados

EDAD N
2 meses a 6 meses 24
7 meses a 12 meses 15
2 afios a 5 afios 40
6 afios a 10 afos 19
11 afios a 16 afos 2

Elaborado por: La Autora

2%

= 2 - 6 MESES
= 7 -12 MESES
= 2 -5ANOS

6 - 10 ANOS
= 11- 16 ANOS

Figura 4 Frecuencia de los caninos muestreados por edad
Elaborado por: La Autora
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4.2 Clasificaciéon de los caninos seguln sexo

De las muestras que fueron recolectadas en los meses de mayo y junio
del presente afo, el 49 % de los caninos fueron machos y el 51 % fueron
hembras, en la Tabla 3 y Figura 5, se puede observar los resultados
obtenidos.

Tabla 3. Sexo de los caninos muestreados

SEXO N
MACHO 49
HEMBRA 51

Elaborado por: La Autora

= MACHO = HEMBRA

Figura 5 Frecuencia de caninos muestreados por el sexo
Elaborado por: La Autora

4.3 Clasificacion de los caninos segun condicion corporal

De los 100 caninos estudiados el 26 % presentd una condicion corporal
de 1, el 36 % present6 una condicién corporal de 2, el 33 % tuvo una condicion
corporal de 3, el 4 % present6 una condicion corporal de 4 y por ultimo el 1 %
tuvo una condicién corporal de 5, lo cual podemos observar en la Tabla 4 y
Figura 6.
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Tabla 4. Condicion corporal de caninos estudiados

CONDICION CORPORAL N
1 26
2 36
3 33
4
5 1

Elaborado por: La Autora

40
35
30
25

20

Caninos

15

10

(€]

5

0

4

3
HTOTAL 26 36 33 4 1

Condicién Corporal

Figura 6 Frecuencia de la escala de la condicién corporal en los caninos
Elaborado por: La Autora

4.4 Clasificacion de los caninos muestreados en el estudio segun la
presencia de ectoparasitos
La variable de presencia de ectopardsitos en los 100 caninos
estudiados arroj6 como resultado que un 54 % tenia una presencia alta de
ectoparasitos, el 30 % mostro una presencia baja y el 16 % tuvo una presencia

media como se puede observar en la Tabla 5y Figura 7.
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Tabla 5. Presencia de ectoparasitos en caninos estudiados

PRESENCIA DE ECTOPARASITOS N
Alta 54

Baja 30

Media 16

Elaborado por: La Autora

0 10 20 30 40 50 60
ALTA BAJA MEDIA
mTOTAL 54 30 16

Figura 7 Frecuencia de presencia de ectoparasitos en los caninos
estudiados

Elaborado por: La Autora

4.5 Observacion microscopia con la Técnica Buffy Coat de los
caninos estudiados

En el frotis realizado con la Técnica de Buffy Coat, en los 100 caninos
gue mostraron una signologia presuntiva a Hepatozoon spp., tal como se
muestra en la Tabla 6 y Figura 8, se logr6 observar con el objetivo 100x,
infecciones y coinfecciones siendo 68 caninos positivos a Ehrlichia spp, 18
caninos mostraban una coinfeccién de Ehrlichia y Babesia, 11 caninos
presentaron Unicamente infeccion por Babesia, 1 canino presentd Anaplasma,

y 1 canino present6 una infeccion por microfilaria.
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Tabla 6. Observacion microscépica en caninos estudiados

OBSERVACION MICROSCOPICA N
ANAPLASMA 1
BABESIA 12
EHRLICHIA 68
MICROFILIARIA, EHRLICHIA 1
BABESIA, EHRLICHIA 18

Elaborado por: La Autora

= ANAPLASMA = BABESIA
= EHRLICHIA MICROFILIARIA, EHRLICHIA
= BABESIA, EHRLICHIA

1%

1%

Figura 8 Frecuencia de hemoparésitos en caninos
Elaborado por: La Autora

4.6 Relacion de casos positivos con signologia relacionada a
Hepatozoon spp
No existe una relacién entre la signologia asociada a la enfermedad
infecciosa y los casos positivos, debido a que no se encontré Hepatozoon spp
en las muestras estudiadas, como se detallaban en las caracteristicas

microscopicas de este protozoario.
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4.7 Relacion de los casos sospechosos con la signologia presuntiva a
Hepatozoon spp

En la Tabla 7 se indican los resultados recopilados de los 100 caninos

gue mostraron una signologia clinica presuntiva a Hepatozoon spp., los cuales

en la microscopia con la Técnica Buffy Coat, se encontré6 un gamonte por

portaobjeto en neutréfilos y monocitos de forma irregular, no ovalada.

En el analisis estadistico con chi-cuadrado se expresa que no hay
significancia alguna entre los signos clinicos y la presencia de Hepatozoon
spp, (p= 0.05).

Tabla 7. Correlacion de los signos clinicos con los casos sospechosos a
Hepatozoon spp

VARIABLE NO % SI % p
Fiebre I\gl) 887 9295?7 c5) 5213 04987
03 B ED g
Adelgazamiento NS(I) 2;1 ggiz g 22; 0.4596
Diarreas sanguinolentas I\élo gg 3451;2 2 gég 0.7476
Secrecion nasal I\éCI) 23 gg?i g 4612; 0.6166
Secrecion ocular I\gl) ;g ggi; 411 222 0.8546
Inapetencia I\écl) 905 95(.)9 6 411 i%(i 0.0001
Paralisis de extremidades posteriores I\gl) 923 9;1(.)&())0 g 5'30 0.7431

g . . NO 89 9468 5 532

Paralisis de extremidades anteriores SI 6 100 0 0 0.5622

Elaborado por: La Autora
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4.8 Relacion de tratamientos anteriores en los caninos con signologia
frente a los casos sospechosos a Hepatozoon spp.

En el analisis estadistico de Chi-Cuadrado di6 como resultado que los
tratamientos establecidos anteriormente frente al diagndstico de Hepatozoon
spp, si tienen una significancia (p <0.05).

Tabla 8. Tratamientos establecidos antes de la toma de muestra

No
Variable %  Sospechosos % p
sospechosos
Tratamiento
NO 60 93.75 4 6.25
Con Imidocarb 0.0001
Si 35 97.22 1 2.78
Tratamiento
_ o NO 29 85.29 5 14.71
con Oxitetraciclina 0.0014
Sli 66 100 0 0

Elaborado por: La Autora
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5 DISCUSION

En el presente estudio se recolectaron 100 muestras de sangre de
caninos con signologia presuntiva a Hepatozoon spp en la veterinaria VetMav,
del cantdn Daule, en dichos casos se encontré una variedad de rangos de
edad la cual corresponde desde los 2 meses a los 11 afios, concordando con
Palomeque (2019) el cual sefiala que las infecciones hemoparasitarias se

encuentran en caninos de todas las edades.

Con relacion al sexo, se encontré que el 51 % fueron hembras y el 49
% fueron machos, lo cual no tiene una significancia frente a las infecciones
hemoparasitarias ya que puede afectar a todos los caninos sin importar el
sexo, lo cual menciona Spera (2022) en su investigacion de casos clinicos y

prevalencia de parésitos hemotropicos.

El 26 % y el 36 % respectivamente, de los caninos muestreados se
encontraban con una condicion corporal de 1y 2, este resultado se relaciona
a que el paciente esta expuesto a coinfeccién o infecciones por una carencia
de la respuesta inmune del individuo, concordando con Arostegui & Bermudez
(2017) los cuales sefialan que una baja de la respuesta inmune es el resultado
de las mismas infecciones mixtas, e incluso al tener las mismas
manifestaciones clinicas en comun, causa un mayor deterioro en la condicion

clinica de los caninos.

Por otra parte, la alta presencia de ectoparasitos fue de un 54 % lo cual
se asemeja a la investigacion de Gomez Martinez et al,. (2015) de la cual, los
caninos estudiados que resultaron positivos a hemotropicos, el 58.97 % tuvo
una alta presencia de garrapatas. El control y la prevencion del vector es de
vital importancia dado que Ecuador siendo de clima calido y de regiones
tropicales favorecen la presencia de la garrapata Rhipicephaus sanguineus la
cual transmite estas enfermedades, al igual que en la investigacion de Ospina

(2021) donde afirma que la falta de control de este agente siendo el principal
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vector favorece a la presencia y a supervivencia del vector lo cual influye en

el contagio.

En el caso de los signos clinicos de la presente investigacién, no tienen
una significancia relativa, debido a que los mismos signos clinicos se han
encontrado en otras infecciones de diferentes origenes, en comparacion con
la investigacion de Pardo Martinez (2016) donde sefiala que los signos
clinicos que presentaron algunos caninos fueron variados, pero en la mayoria
gue dieron positivos a Hepatozoon spp tuvieron dolores musculares, ataxia,
paraparesia, postracion, claudicacion de grado severo sin razén aparente, los

cuales son signos clinicos que no se observan normalmente en caninos.

Segun los resultados obtenidos en la presente investigacién con la
Técnica de Buffy Coat, la cual se recomienda cuando hay una la signologia
compatible, no se hallaron casos positivos a Hepatozoon spp., los cuales
pueden ser falsos negativos como indica Mastrantonio & Eiras (2023) un
canino con signologia compatible puede tener un estado temporal sin
parasitemia o baja parasitemia, y no es necesariamente una ausencia de la

infeccion.

La presencia de esta infeccion en el pais no ha sido registrada
oficialmente, en el presente estudio se logré observar un gamento el cual no
coincidia con las caracteristicas del protozoario y como lo menciona Gémez
Martinez et al., (2015) la presencia en otros paises es de menos del 5 %, esto
se debe a las técnicas empleadas para el diagndstico y la baja parasitemia en
la que se encuentran los caninos, debido a que las células afectadas pueden
ser entre una o dos por cada 1000 leucocitos, lo que hace dificil su diagnéstico

en microscopia.

Como menciona (Muylem, 2014) la forma en que se manifiesta
clinicamente puede variar debido al sistema inmunoldgico del canino, por lo
general en cachorros y adultos se observa que al tener una disminucion
inmunoldgica es un factor preponderante a la presencia de otras infecciones

como Babesia, Ehrlichia, parvovirus, distemper, entre otras, asi como con
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ciertos tratamientos médicos, los mismos que pueden influir en la

presentacion de los sintomas.

Podemos inferir que Hepatozoon spp., tiene un grado de sensibilidad
al tratamiento comun contra hemoparasitos, ya que es sensible al mecanismo
de accion de las tetraciclinas e imidocarb, al haber un farmaco de por medio
el ciclo biolégico puede verse interrumpido parcialmente o incluso a evitar
concluir la infeccion y como menciona Castellanos (2019) los ciclos de
parasitemia llegan a ser intermitentes, lo cual significa que los gamontes no

siempre seran detectables.

Finalmente en concordancia con la investigacion realizada por Torres
(2021) los escasos reportes a nivel mundial acerca de la infeccion por
Hepatozoon spp y el desconocimiento por parte de los duefios y un
diagndstico rapido por parte de médicos veterinarios conduce a descartar la
enfermedad y asociar los sintomas con otras patologias con signos similares
lo que a su vez evita la deteccion de este protozoario provocando un mal

abordaje en el paciente.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

No se logr6 determinar la presencia de Hepatozoon spp en los meses

de mayo y junio del presente afio, pero el traslado de animales de otros paises

y continentes son una probabilidad de la propagacion de este. En Ecuador no

hay una informacion oficial que indique la existencia de este hemoparasito,

pero no debe descartarse la posibilidad de la existencia de esta debido a la

presencia de los vectores.

6.2 Recomendaciones

Emplear el mismo estudio en sitios como refugios o en animales en
situacion de calle.

Implementacion de métodos preventivos como collares, pipetas,
desparasitaciones y fumigaciones periddicas es clave para evitar la
propagacion de las infecciones encontradas en este estudio
Incrementar la divulgacion de esta infeccion, dado que a menudo no se
toma en cuenta como un diagnostico diferencial.

Implementar otras técnicas de diagnéstico como Ensayo de
Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), Inmuno Fluorescencia
Indirecta (IFI), y PCR en casos de tener una baja parasitemia o

sospechas de la infeccion.
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ANEXOS

Anexo 1 Hoja de campo

anteriores posteriores

Condicién Presencia de ) Problemas ) Secrecién | Secrecion
Edad Sexo ) Letargia : ) Adelgazamiento
corporal ectoparasitos gastrointestinales ocular nasal
Diarreas Peaxrt"’r‘gz': d‘lfjis P:):t?gi': di‘;is cebre | Inapetencia TRATAMIENTO TRATAMIENTO |OBSERVACION
sanguinolentas febre p OXITETRACICLINA | CON IMIDOCARB |MICROSCOPICA

39




Anexo 2 Observacion en el microscopio de las
muestras realizadas
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Anexo 4 Caso sospechoso, gamento no ovoide

Anexo 5 Resultado de la técnica buffy coat,
observacién de leucocitos
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Anexo 7 Paciente canino con signologia presuntiva a
Hepatozoon spp

Anexo 6 Observacion de garrapata de pacientes con signologia
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y coinfecciones siendo 68 caninos positivos a Ehrlichia spp, 18 caninos mostraban una
coinfeccion de Ehrlichia y Babesia. En el analisis estadistico con chi-cuadrado se expresa que
no hay significancia alguna entre los signos clinicos y la presencia de Hepatozoon spp, (p= 0,05).
En la microscopia con la Técnica Buffy Coat, se encontr6 un gamonte por portaobjeto en
neutréfilos y monocitos de forma irregular, no ovalada lo cual no coincide con las caracteristicas
asociadas al protozoario. En conclusion, no se determiné una presencia de Hepatozoon spp en
los meses de mayo y junio sin embargo el traslado de animales de otros paises y continentes
son una probabilidad de propagacion de este.
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