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Resumen

Con el objetivo de determinar la frecuencia de infecciones por
microorganismos hemotrépicos caninos, se evaluaron pacientes de ocho
centros de atencion veterinaria, de cuatro estados de Venezuela. Se
analizaron 92 muestras de sangre y suero, de caninos (ambos sexos;
raza pura y mestizos; signos compatibles con hemotrépicos). Las
muestras se procesaron mediante: técnica de Woo, frotis de capa blanca
y kit antigénico comercial (Snap® 3Dx). La prevalencia general de
hemotrépicos fue 39,13%; la mayor se observd para el rickettsial
Ehrlichia canis (34,78%) seguido de Anaplasma platys (11,96%) y el
protozoario Hepatozoon canis (2,17%). La frecuencia de infeccién por
estado: Aragua (E. canis 38,89%; A. platys 11,11%), Carabobo (E.
canis 10%, A. platys 20%), Distrito Capital (E. canis 57,14%), Miranda
(E. canis 28,57%; A. platys 14,29%; H. canis 9,52%). No se
encontraron diferencias entre la prevalencia y la edad, sexo o raza de
los animales (p>0,05). Los Snap®3Dx mostraron una especificidad y
sensibilidad de 100%, (p<0,05) con respecto a los frotis para el
diagndstico de E. canis, Unico antigeno que comparte con el kit. No se
observaron infecciones con Dirofilaria immitis, aun cuando la zona
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geografica es endémica. La atencidon veterinaria frecuente y el uso
rutinario de endectocidas, asi como la baja carga del verme pueden
explicar ese resultado. Los altos valores de prevalencia de
hemotrdpicos, aln en caninos bajo atencidon veterinaria, enfatiza la
importancia en el control adecuado de sus vectores, tanto por el impacto
en la salud de los caninos, como por el caracter zoondtico de estas
infecciones.

Palabras clave: Anaplasma platys | Ehrlichia canis | Hepatozoon canis
| Frotis de capa blanca | Snap® 3Dx

Abstract

In order to determine canine rickettsias and parasites hemotropics
frecuences of infection in dog, was carried out a study in eight
veterinary clinics ubicated in four provinces of Venezuela. Were analyzed
92 blood and sera samples in dogs (both sexes, pure breed and mixed-
breed, assisting to veterinary clinics with hemoparasites infection clinical
signs). Samples were processed using: Woo technique, white cells buffy
coat smears, and antigenic ELISA kit (Snap™3Dx). Hemoparasites
infection prevalence was 39.13%. Most frecuent hemotropic was
rickettsial Ehrlichia canis (34.78%), followed by Anaplasma platys
(11.96%) and protozoan Hepatozoon canis (2.17%). Frecuences of
infection values by provinces were (p <0.05): Aragua (E. canis 38.89%;
A. platys 11.11%), Carabobo (E. canis 10%, A. platys 20%), Distrito
Capital (E. canis 57.14%), Miranda (E. canis 28.57%; A. platys 14.29%;
H. canis 9.52%). Differences were not observed between canine sex,
age nor breed (p>0.05). Snap™ 3Dx kits shown specificity and
sensibility values of 100% (p<0.05) comparing with frotis for E. canis
diagnose, unique antigen sharing with ELISA kit. Infection by Dirofilaria
immitis, was not observed regardless the studied provinces are
endemic. Veterinary attention and endectocide use like anthelmintic and
microfilaricide, and low parasitic burden could explain this result. The
high values of hemoparasites frecuence observed, emphasizing the
relevance of this infections and its vectors control, also both the impact
on canines healthiness and zoonotic aspects of these infections.

Key words: Anaplasma platys | Ehrlichia canis | Hepatozoon canis |
Buffy coat smear | Snap™ 3Dx

Rickettsias y parasitos hemotrépicos en pacientes caninos de clinicas veterinarias de cuatro estados de 2
Venezuela
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n080812/081201.pdf




REDVET Rev. electron. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
2012 Volumen 13 N° 8 - http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n080812.html

Introduccioén:

Los hemoparasitos (protozoarios, nematodes) y bacterias rickettsiales
transmitidos por garrapatas y mosquitos (Diptera: Culicidae) a los
perros domésticos, ademas de ser patdgenos para esta especie de
hospedador, tienen importancia en salud publica (Unver et al., 2001;
Theis, 2005; Spolidorio et al., 2010).

Por lo menos cinco especies de bacterias patégenas de los géneros
Ehrlichia y Anaplasma (Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingii,
Anaplasma platys y A. phagocytophilum) han sido reportadas en perros
domésticos (Inokuma, Ohno y Yamamoto, 1999; Ndip et al., 2005;
Abarca et al., 2007; Labruna et al., 2007; Ganguly y Mukhopadhayay,
2008; Hidalgo et al., 2009; Lim et al., 2010). La ehrlichiosis monocitica
canina es causada tanto por E. canis, como por E. chaffeensis (Hidalgo
et al., 2009); E. canis esta distribuido mundialmente y se considera el
patdgeno mas comun en perros domésticos (Solano-Gallego et al.,
2006; Vinasco et al., 2007; Yabsley et al., 2008). Aunque no se
considera a esta enfermedad como zoonosis en algunos paises, la
infeccion humana con E. canis o especies intimamente relacionadas con
ella si han sido reportadas en Venezuela (Arraga-Alvarado et al., 1996;
Pérez et al., 1996, 2006; Arraga-Alvarado et al., 1999; Unver et al.,
2001). El principal vector de E. canis es la “garrapata parda del perro”,
la especie Rhipicephalus sanguineus (Lewis et al., 1997; Unver et al.,
2001).

La ehrlichiosis granulocitica canina, es causada tanto por E. ewingii
como por A. phagocytophilum, la cual ha sido reportada mundialmente
en varios hospedadores vertebrados (caninos, humanos, venados,
roedores, felinos, etc.) y es transmitida por especies de garrapatas del
género Ixodes; sin embargo, R. sanguineus ha sido también sefialada
como posible vector (Ndip et al., 2005; Yabsley et al., 2005; Solano-
Gallego et al., 2006).

Anaplasma platys, otro hemotrdpico canino presente en numerosos
paises, infecta las plaquetas y causa la trombocitopenia ciclica canina, y
aunque se considera a R. sanguineus como su vector,
experimentalmente no se ha confirmado (Simpson et al., 1991; Abarca
et al., 2007; Gal et al., 2008; Yabsley et al., 2008).

La babesiosis, otra importante hemoparasitosis de los caninos, es
causada por protozoarios del género Babesia, principalmente por B.
gibsoni y B. canis la cual esta subdividida en tres subgéneros: B. c.
canis, B. c. vogeli y B. c. rossi (Criado-Fornelio et al., 2003; Passos et
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al., 2005; Otranto et al., 2010). Estas subespecies se diferencian
molecularmente y difieren en su biologia y virulencia en los perros, asi:
B. c. rossi es transmitida por Haemaphysalis spp.; B. c. canis es
transmitida por especies de Dermacentor y B. c. vogeli es transmitida
por R. sanguineus, Yy se considera que ésta ultima produce los cuadros
clinicos menos severos (Friche et al., 2005; Kelly y Lucas, 2009).

Se han descrito dos especies de Hepatozoon que afectan al canino: H.
americanum, que se considera la especie mas patégena y endémica de
Norteamérica; es transmitida por Amblyomma maculatum. La otra
especie es H. canis, considerada menos patdgena, transmitida por R.
sanguineus y de distribucién mundial (Ewing y Panciera, 2003; Little et
al., 2009). Sin embargo, Forlano et al. (2005), al inocular caninos
negativos a H. canis con teleoginas provenientes de caninos positivos a
este protozoario, solo lograron observar infecciones cuando se utilizaron
teleoginas de Amblyomma ovale; no observaron infeccion al utilizar R.
sanguineus, A. aureolatum ni A. cajennese. Esta informacién resulta de
interés en virtud de que dicha especie de garrapata ya ha sido descrita
para Venezuela (Forlano et al., 2008), y pudiera estar actuando como
transmisor de H. canis en zonas periurbanas del pais.

La dirofilariosis canina, es una enfermedad parasitaria distribuida
mundialmente en zonas tropicales, subtropicales y templadas; es
transmitida por las hembras de mosquitos (Diptera: Aedes, Anopheles y
Culex). Es una patologia producida por especies de helmintos
nematodes: Dirofilaria immitis, Dipetalonema reconditum; mientras que
Dipetalonema grassi y Dirofilaria repens se consideran apatdgenas
(Urquhart et al., 1996; Cringoli et al., 2001), en latinoamérica se ha
descrito como agente causal a D. immitis (Rosa et al., 2002; Reifur et
al., 2004; Duran-Struuck et al., 2005; Bolio-Gonzalez et al., 2007). Los
adultos de estos parasitos habitan en las arterias pulmonares vy
ventriculo derecho del corazén; pudiendo encontrarse erraticamente en
otros Organos (Traldi, 1998). Los parasitos adultos liberan a la
circulacion sanguinea las microfilarias. Tanto adultos como microfilarias
circulantes provocan cuadros clinicos caracterizados por: hipertrofia
cardiaca, engrosamiento de las arterias lobares y pulmonares vy
enfermedad perivascular y parenquimatosa pulmonar; afectando
también otros drganos vitales como: bazo, higado y rifiones (Reifur et
al., 2003; Vale-Echeto et al., 2005; Bolio-Gonzalez et al., 2007;
Niwetpathomwat et al., 2007).

Debido a la gravedad de las infecciones que provocan estos agentes
etioldgicos, asi como la presencia de sus vectores artropodos (tanto
garrapatas como mosquitos) en Venezuela, donde las condiciones
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climaticas favorecen los ciclos bioldgicos de éstos a lo largo de todo el
ano, el objetivo de la presente investigacion fue conocer la frecuencia de
las infecciones por hemotrdpicos en caninos que asisten a clinicas
veterinarias, con cuadros clinicos compatibles con una infeccion por
hemoparasitos y/o rickettsias.

Materiales y Métodos:

Area de estudio:

Las ocho clinicas que participaron en el estudio, se ubican en los estados
centro norte costeros de Venezuela: Distrito Capital, Miranda, Aragua y
Carabobo (Figura 1). Los cuatro estados, presentan condiciones
propicias para el desarrollo tanto de R. sanguineus como de
Amblyomma spp asi como de Dipteros Culicidae implicados en la
transmision de rickettsias, hematozoarios y Dirofilaria  spp.
respectivamente, ello sumado a la presencia de casos a lo largo de todo
el afo en las historias clinicas de los establecimientos que participaron
en el estudio, sugieren que la zona geografica es endémica para los
organismos hemotrépicos a evaluar (Manzanilla et al., 2002; Garcia et
al., 2007; Quijada et al., 2007; Forlano et al., 2008).

sindl Hueva Ezparta
Falcan

Lara
Trujilla

Barinas

Figura 1: Mapa geopolitico de Venezuela, se sefialan los cuatro estados
(Carabobo, Aragua, Distrito Capital y Miranda) objeto de estudio

Muestreo:

Durante los meses de agosto y septiembre de 2007 (meses del periodo
[luvioso en Venezuela), se muestrearon un total de 92 caninos (de raza
pura o mestiza; mayores de un afo de edad; de ambos sexos) que
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mostraron algin signo clinico compatible con alguna infeccion por
hemotrdpicos (membranas mucosas palidas, debilidad, emaciacion,
anorexia, presencia de garrapatas). La muestra se obtuvo de sangre
periférica, a través de la vena cefdlica. Se colectaron muestras de
sangre y para suero. La venopuncién se realizd con el sistema
Vacutainer®.

Las muestras fueron refrigeradas y transportadas al Laboratorio de
Investigacion de la Catedra de Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Central de Venezuela, ubicada en la
ciudad de Maracay, Estado Aragua. El procesamiento de las muestras se
realizd maximo 24 horas después de obtenida.

Procesamiento de las muestras:
A cada muestra, se le realizo:

1.- Técnica de Woo, la cual ademas de suministrar el valor de
hematocrito, permite la visualizacion de microfilarias (Camus,
1983)

2.- Frotis de capa blanca

3.-Test comercial ELISA de Antigeno (Snap®3Dx), para el
diagnostico de Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi y Dirofiliaria
immitis.

Analisis de los datos:

Los datos no mostraron una distribucion normal, asi que se analizaron
con pruebas no paramétricas. Los valores de prevalencia por especie de
patdgeno, y su correlacion con la edad, sexo y raza de los caninos, se
analizaron con la Prueba x? y Andlisis de Varianza de Kruskal-Wallis con
un nivel de a= 0,05.

Resultados y Discusion:

La prevalencia general de hemotroépicos fue 39,13%; en la Figura 2, se
muestran los valores de prevalencia por agente. La mayor prevalencia
se observd para el rickettsial Ehrlichia canis (34,78%) seguido de
Anaplasma platys (11,96%) y el protozoario Hepatozoon canis (2,17%).
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Figura 2: Valores de prevalencia general de hematozoarios en los caninos
evaluados

Los valores de prevalencia por estado, se muestran en la Figura 3:

s 57,14

00

Aragua Miranda Dtto Capital Carabobo

mE. canis mAplatys ©H. canis

Figura 3: Valores de prevalencia de hemotrépicos en los caninos evaluados, en
cada uno de los estados considerados

Se encontraron diferencias entre estado con relacion a los valores de
prevalencia de E. canis (p< 0,05); fue el Unico agente observado en los
cuatro estados evaluados. A. platys se observd en los estados Aragua,
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Carabobo y Miranda, mostrando diferencias con respecto a su
prevalencia del Distrito Capital, en donde no se observd este rickettsial
(p< 0,05). H. canis, solo fue observado en caninos del estado Miranda,
mostrando diferencias con respecto a los otros 3 estados (p< 0,05). La
mayoria de las infecciones estaban conformadas por un solo agente
etioldgico. So6lo se observaron 4 caninos con infecciones mixtas; 2 en
Aragua (A. platys + E. canis en ambos casos), y 2 en Miranda (1 A.
platys + E. canis + H. canis y 1 H. canis + E. canis). Otros autores
sefalan prevalencias mixtas hasta de 20% (Cardoso et al., 2010), pero
incluyendo principalmente a protozoarios del género Babesia, que no
fueron observados en el presente estudio (Otranto et al., 2010).
Mylonakis et al. (2005), reportaron que 65,2% de los caninos positivos a
E. canis, lo eran también para H. canis; y Gal et al. (2008) sefalan el
hallazgo comun de la coinfeccion de E. canis con A. platys.

El rickettsial E. canis, resultd ser el mas prevalente en esta evaluacién,
la amplia distribucién de su vector R. sanguineus en Venezuela, explica
su alta prevalencia (Garcia et al., 2007; Ramirez-Barrios et al., 2008),
ya que fue posible observarlo en los cuatro estados. La mayoria de los
diagndsticos se hicieron gracias al Snap®3Dx, confirmando lo sefialado
por Vinasco et al. (2007) y Kelly y Lucas (2009), que hallaron un 100%
de sensibilidad para este kit comercial, que detecta antigenos
especificos, cuando lo compararon con PCR en tiempo real, para el
diagndstico de E. canis. La prevalencia observada de 34,78% para E.
canis resulta mayor a la sefialada por Solano-Gallego et al. (2006) de
16,7%; Trapp et al. (2006) 23%; Saito et al. (2008) 4,8%; Menn,
Lorentz y Naucke (2010) 10,1%; Rhaman et al. (2010) 5%; en esas
investigaciones, se usaron técnicas seroldgicas, inmunofluorescencia
indirecta principalmente.

La alta prevalencia de E. canis observada en este trabajo, enfatiza la
importancia de promover la educacidén sanitaria a nivel de las clinicas
veterinarias con respecto a este hematrdpico en particular, debido al
interés zoondtico que reviste (Arraga-Alvarado et al., 1996, 1999; Unver
et al., 2001; Spolidorio et al., 2010) y la correlacién que existe entre la
tenencia de caninos como mascotas, el contacto con ellos y la presencia
de garrapatas en los hogares (Dantas-Torres, 2010), con la aparicion de
cuadros febriles asociados a ehrlichiosis en personas, tal como
demostraron Unver et al. (2001).

El segundo hemotrépico mas prevalente, fue A. platys, el cual no se
observo en el Distrito Capital. La prevalencia global para este rickettsial
fue de 11,96%, siendo mas prevalente en el estado Carabobo (20%). La
prevalencia de A. platys, siempre es inferior a E. canis y otros
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hematroépicos, lo que puede estar relacionado con su verdadero vector,
el cual aun no se ha precisado (Abarca et al., 2007). Asimismo, los
estudios enfocados en este rickettsial son menos abundantes en virtud
de los cuadros clinicos menos severos que provoca en los caninos, si
bien en las coinfecciones con E. canis, las alteraciones hematoldgicas
son mas severas que cuando se presenta E. canis exclusivamente
(Gaunt et al., 2010); se han desarrollado pruebas moleculares
especificas para este agente (Martin et al., 2005), cuyo uso pudiera
revelar mayores valores de prevalencia en las poblaciones caninas; por
ejemplo, con PCR Yabsley et al. (2008) observaron una prevalencia de
19,2% para A. platys.

A. platys también ha sido involucrado en infecciones humanas (Arraga-
Alvarado et al., 1996, 1999).

La prevalencia de H. canis observada en la presente evaluacién de
2,17% corresponde al Unico estado (Miranda) en el cual se observo, en
donde conformd el 9,52% de los hemotrdpicos reportados. Los valores
de prevalencia obtenidos por otros autores, también es baja, asi
Inokuma et al. (1999), sefalan un valor de 4,2%; Mylonakis et al.
(2005) 2,9%; Cardoso et al. (2010) 2%; esto pudiera atribuirse al uso
de técnicas directas (frotis de capa blanca, como en el caso del presente
estudio), sin embargo, O 'Dwyer et al. (2001) observaron una
prevalencia con esta técnica de 39,2% para H. canis; asimismo Otranto
et al. (2011), encontraron con esta técnica una prevalencia de 43,9%
para este protozoario, pero al aplicar técnicas moleculares (PCR) esa
prevalencia aumenté a 51,2%; estos autores concluyen que si bien en el
PCR de la capa de blancos es la mejor técnica para detectar a H. canis,
el frotis de capa blanca resulta la mejor prueba cuando las técnicas
moleculares no estan disponibles, de tal manera que su sensibilidad es
alta. En todo caso en Brasil, Paludo et al. (2003) aunque encontraron
con frotis de capa blanca una prevalencia para H. canis de 73,33% en
caninos con signos de emaciacion, anemia y anorexia; advierten que se
estima que la presencia de gametocitos en frotis es de alrededor del
1%, por lo que la hepatozoonosis canina, puede ser de hecho una
hemoparasitosis desatendida en nuestro medio.

Cabe senalar, que las clinicas evaluadas en el estado Miranda, sirven a
una poblacion satélite de la ciudad de Caracas; corresponde a zonas
periurbanas, en donde abundan las areas verdes y montanosas; en ese
caso, tal vez garrapatas distintas a R. sanguineus, pudieran estar
jugando un papel importante en la transmisién de este protozoario en
esas zonas, tal como sefialan O "Dwyer et al. (2001), donde encontraron
una alta correlacién entre la prevalencia de H. canis y el ixodido
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Amblyomma cajennese (p<0,05). Ya en Venezuela, se han descrito
especies de Amblyomma parasitando a caninos (Manzanilla et al., 2002;
Forlano et al., 2008), y Forlano et al. (2005), demostraron el papel de
A. ovale en la transmision de este H. canis en caninos de Brasil; esta
especie de garrapata, esta presente en Venezuela (Forlano et al., 2008).
No se encontraron diferencias de la prevalencia de acuerdo a la edad,
sexo o0 raza de los animales (p>0,05). Diversos autores, reportan
hallazgos distintos con respecto a estas variables y la presencia de
parasitos sanguineos: Otranto et al. (2011), encontraron mayores
prevalencias de H. canis en caninos menores a 18 meses de edad;
Solano-Gallego et al. (2006) indican diferencias para el sexo del
hospedador con relacion a la prevalencia de E. canis, asi como Rahman
et al. (2010), quienes ademas observaron diferencias para las variables
edad y raza. Mundim et al. (2008), también encontraron mayor
prevalencia de H. canis y Ehrlichia spp. en caninos menores de 1 ano de
edad. Martins et al. (2007), senalan a la edad y raza como factores de
riesgo para la ehrlichiosis canina. Asimismo, algunas razas se han
definido como especialmente sensibles para los hemotrdpicos, algunas
de ellas son: Beagle, Golden Retriever, Pointer, Akita, entre otras
(Inokuma et al.,1999; Sakuma et al., 2009; Otranto et al., 2011).

Los Snap®3Dx mostraron una especificidad y sensibilidad de 100%,
(p<0,05) con respecto a los frotis para el diagndstico de E. canis, Unico
antigeno que comparte con el kit, Kelly y Lucas (2009), compararon la
especificidad de este kit para el diagnodstico de hemotrdpicos, con
respecto al PCR y confirmaron un 100% de sensibilidad y especificidad
para el Snap®3Dx. Solano-Gallegos et al. (2006). Vinasco et al. (2007)
y Lim et al. (2010) también indican la alta sensibilidad y especificidad de
esta prueba.

En el presente estudio, no se observaron infecciones con D. immitis, aun
cuando la zona geografica es endémica, Quijada et al. (2007),
reportaron para una de las clinicas evaluadas en este estudio, haber
observado 32 casos de Dirofilariosis canina en un lapso de 2 ahos. Cabe
sefialar que se usd ademas de la técnica de Woo (para observar
microfilarias en plasma), la prueba antigénica de Snap®3Dx, de la cual
se indica que es altamente efectiva y precisa en el diagndstico de
hemotroépicos (Kelly y Lucas, 2009) sin embargo, Vezzani et al. (2008),
al evaluar estos kits en el diagndstico de D. immitis, observaron que
mas de 20% de los perros microfilarémicos, fueron negativos en las
pruebas antigénicas; lo cual atribuyeron a una baja carga parasitaria en
la zona estudiada. Por otro lado, el uso de endectocidas y/o acaricidas
(con adicional efecto insecticida) en el control de las garrapatas, puede
tener un impacto positivo en el control de las infecciones por D. immitis
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(Genchi et al., 2002; Otranto et al., 2008; Venco et al., 2008) al bajar la
microfilaremia por un lado y las poblaciones de vectores por otro.
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