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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue describir el primer caso clinico confirmado de hepatozoonosis canina en la
ciudad de San Juan Bautista, Misiones, Paraguay. Una perra mestiza, entera y de edad desconocida, fue
rescatada de la via publica y presentada a consulta por pérdida progresiva de movilidad. Durante el
examen clinico se evidenciaron tetraparesia, mucosas palidas y torsion cervical leve. Se realizaron
estudios laboratoriales que incluyeron hemograma, andlisis de orina y frotis de sangre. El hemograma
mostré anemia normocitica normocrémica y neutrofilia, mientras que en el frotis se observaron
gamontes de Hepatozoon spp. en neutréfilos. La muestra de sangre fue remitida para amplificacién del
gen 18S mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, confirmando la presencia de
Hepatozoon canis. Este hallazgo constituye el primer registro clinico y molecular de la enfermedad en la
regién, aportando evidencia sobre la circulacion del parasito en el departamento de Misiones. Se concluye
que la hepatozoonosis debe considerarse dentro de los diagnosticos diferenciales en perros con signos
clinicos inespecificos y alteraciones hematoldgicas, acentuando la necesidad de incluir la PCR como
herramienta diagnostica complementaria en la practica veterinaria de rutina.

Palabras Clave: Hemopatogeno canino; Hepatozoon canis; PCR, Rhipicephalus sanguineus sensu lato;
Paraguay.

ABSTRACT

The objective of this study was to describe the first confirmed clinical case of canine hepatozoonosis in
the city of San Juan Bautista, Misiones, Paraguay. A mixed-breed, intact female dog of unknown age was
rescued from the street and brought in for consultation due to progressive loss of mobility. During the
clinical examination, tetraparesis, pale mucous membranes, and mild cervical torsion were observed.
Laboratory tests were performed, including a complete blood count, urinalysis, and blood smear. The
complete blood count showed normocytic normochromic anemia and neutrophilia, while the smear
revealed gamonts of Hepatozoon spp. in neutrophils. The blood sample was sent for 18S gene
amplification by conventional polymerase chain reaction (PCR), confirming the presence of Hepatozoon
canis. This finding constitutes the first clinical and molecular record of the disease in the region, providing
evidence of the circulation of the parasite in the department of Misiones. It is concluded that
hepatozoonosis should be considered in the differential diagnosis of dogs with nonspecific clinical signs
and hematological abnormalities, emphasizing the need to include PCR as a complementary diagnostic
tool in routine veterinary practice.

Keywords: Canine hemopathogen; Hepatozoon canis; PCR, Rhipicephalus sanguineus sensu lato;
Paraguay.
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INTRODUCCION

Los pardsitos Apicomplexa del género Hepatozoon comprenden un grupo de protozoos
transmitidos por artréopodos vectores capaces de infectar una amplia gama de mamiferos, aves y reptiles
(Smith, 1996). Lo conforman cerca de 300 especies ampliamente distribuidas a nivel mundial
(Sumrandee et al., 2015). Los perros domésticos pueden verse afectados principalmente por dos especies
H. canis 'y H. americanum, siendo el primero el mas frecuentemente detectado (Baneth et al., 2000).

El Hepatozoon spp se encuentra en hospederos invertebrados hematéfagos como garrapatas,
acaros, mosquitos, pulgas, piojos y moscas (Smith, 1996; Baneth et al., 2001; Van et al., 2015). Siendo las
garrapatas del complejo Rhipicephalus sanguineus los vectores principales de transmisiéon (Baneth y
Cohn, 2016).

La transmisién ocurre cuando el hospedador vertebrado intermediario ingiere al hospedador
invertebrado definitivo (Greene, 2012). Sin embargo, recientemente se ha descrito la transmisién vertical
de este parasito, es decir de madre a cria (Schéfer et al., 2022).

Las infecciones por H. canis en perros pueden presentarse de tres formas diferentes: subclinica,
que se espera sealamas comun; aguda, jque se observa aproximadamente una semana antes de la muerte;
y crénica, que presenta fases de sintomas clinicos y periodos de remision. Los sintomas asociados con
esta infeccidn son diversos, pero inespecificos (Beaufils y Martin Granel, 1988; Beaufils et al., 1988); sin
embargo, cuando los organismos infectados se encuentran inmunosuprimidos pueden mostrar
respuestas clinicas caracterizadas por miositis cronica, debilidad y muerte (Mateus et al., 2007).

La hepatozoonosis en caninos produce anemia, fiebre, letargia, caquexia y pérdida progresiva de
peso (Baneth et al.,, 2003). Otras lesiones asociadas a la hepatozoonosis son uveitis, glaucoma, osteopatia
hipertrofica, poliartritis y linfadenitis (Headley et al., 2005; Acevedo et al.,, 2009; Iveli et al., 2015).

El diagnéstico en la clinica diaria suele estar limitado a la presentacién de los signos clinicos y a la
visualizacion de gamontes en muestras de frotis sanguineo (Baneth et al., 2007). Sin embargo, este dltimo
método suele ser poco sensible (Vincent-Johnson et al., 1997; Paludo et al., 2003).

Otranto et al.,2011 sugieren que la técnica de diagndéstico mas confiable en la detecciéon de
infeccion por H. canis en perros, es la PCR a partir de muestras de sangre y capa leucocitica.

La hepatozoonosis canina ha sido reportada en Paraguay desde el 2016, los primeros registros
clinicos fueron documentados por Tintel (2016) quién describié 5 casos diagnosticados mediante frotis
de sangre periférica y médula 6sea tefiidos con Giemsa, 3 de los pacientes provenian de la ciudad de
Asuncidn, 1 de Encarnacion y 1 de Guarambaré. Estos hallazgos representan la primera evidencia formal
de Hepatozoon spp. en el pais y destacaron la importancia de considerarla dentro de los diagndsticos
diferenciales de enfermedades transmitidas por garrapatas.

Posteriormente el trabajo de Quintana (2022) aporté un enfoque molecular al estudio de esta
enfermedad, evaluando 61 muestras de sangre de caninos domésticos mediante PCR convencional
dirigida al gen 18S RrNA. Y en dicho estudio se reportd una frecuencia del 3% (2/61) de Hepatozoon spp.
Lo que confirmé la circulacion del agente en animales atendidos en la ciudad de Mariano Roque Alonso.
Estos resultados refuerzan la necesidad de mantener la vigilancia epidemioldgica y de integrar métodos
moleculares en el diagndstico de hemopatégenos en la practica clinica en el Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Se describe un caso clinico de una perra mestiza, entera, de edad desconocida y pelaje negro,
rescatada de la via publica y llevada a consulta por pérdida progresiva de movilidad. La paciente fue
remitida, con una evolucién aproximada de tres dias, segin refirié la responsable. No se disponia de
antecedentes sanitarios, ni de registros de vacunacién o desparasitacién.
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Al momento del examen clinico general, la paciente se encontraba alerta y en condicidn corporal
aceptable (18,4 kg). Se observaron mucosas ligeramente péalidas y un tiempo de llenado capilar mayor a
2 s. Los parametros fisiologicos fueron: temperatura rectal de 36,1 °C, frecuencia cardiaca de 120 lpm y
frecuencia respiratoria de 20 rpm con patréon costoabdominal. Se evidencié infestacion por ectoparasitos,
alopecia y mala implantacién del pelaje, sugiriendo compromiso dermatolégico activo o previo.

En la evaluacién neurolégica se constatd tetraparesia, ausencia de propiocepcién en miembros
toracicos y pélvicos, reflejos espinales y craneales conservados, y una leve torsidn cervical izquierda. La
presencia de restos hematicos en el pabelldn auricular derecho hizo sospechar un proceso infeccioso o
inflamatorio 6tico con posible repercusion neuroldgica. Tales hallazgos orientaron hacia una afeccion de
tipo central o periférica de evolucion aguda.

Entre los diagndsticos presuntivos se consideraron hemopatogenos, otitis media/interna,
toxoplasmosis, poliradiculoneuritis y distemper canino. También se incluyeron como diferenciales
neoplasias del sistema nervioso y traumatismos raquimedulares.

Se tomaron 3 ml de sangre periférica con anticoagulante EDTA de la vena cefélica del antebrazo para la
evaluacion de parametros sanguineos y la realizacién de frotis de la capa leucocitaria, para el cual se
utilizo la tincién policromatica 15 (T-15). Asimismo, se obtuvieron 10 ml de orina mediante cistocentesis
para la realizacion del uroandlisis, que incluyé examen fisico, quimico y microscépico.

La PCR convencional se llevé a cabo en un termociclador 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad®). Las
muestras de sangre fueron sometidas a la extraccién de ADN utilizando el kit comercial PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, para la
deteccién de Hepatozoon spp. en sangre entera perros. Se utiliz6 el protocolo de PCR propio para cada
agente utilizando primmers especificos. Las mismas fueron extraidas mediante el kit comercial Gene]ET
(Thermo Fisher Scientific®), siguiendo las instrucciones del fabricante, obteniendo 50uL de ADN
purificado. Posterior a su extraccion fueron conservadas a -20 °C hasta su procesamiento.

Se utiliz6 el NanoDrop ND-1000® para cuantificar las muestras evaluadas por triplicado y se determin6
el valor promedio de la concentraciéon y pureza del ADN de cada una de las muestras. Se trabajo con
muestras de ADN con una concentracion promedio de 20 a 90 ng/pL.

Para la determinacion de Hepatozoon spp. mediante la técnica de PCR convencional se realiz6 una
amplificaciéon parcial del gen ARN 18S de Hepatozoon, con cebadores descritos previamente: HepF
(Hepatozoon spp.) GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC, HepR (Hepatozoon spp.)
ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG (Cardoso et al,,2016), para amplificar una region de 574 pb. Para la
PCR se utiliz6 las siguientes condiciones: una desnaturalizacidon inicial a 95°C durante 3 min, 39 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg, recocido a 53°C por 40 seg, y extension a 72°C por 40 seg,
seguido de una ultima extensién a 72°C por 5 min. La amplificacién por PCR se realizé mediante un
programador termociclador.

Como control positivo se utiliz6 ADN de un canino naturalmente infectado previamente
secuenciado, y como control negativo, agua ultrapura libre de nucleasas. La mezcla de reaccidn estuvo
compuesta por 5 pL de GoTaq® Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.) 200 nM de cada
cebador externo (y), 2 uL. de ADN molde y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen total de
10 pL.

Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 1,5% (Agarose Gel Electrophoresis Kit -
MB570) de HiMedia (HiMedia Laboratories, India) mediante electroforesis en camara y fuente (Bio-Rad,
modelo V500/150) durante una hora. Para la visualizacion del ADN, los geles se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 mg/mL) en TAE 1X durante 40 minutos y se observaron en un transiluminador de luz
ultravioleta UVP Inc. Digi Doc-It Darkroom (P/N 76-0311-01) con Drawer Assembly (P/N 98-0068-01).
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La extraccion de ADN, amplificaciéon por cPCR y electroforesis se realizaron en tres salas
separadas para evitar la contaminacién cruzada.

RESULTADOS Y DISCUSION

La paciente present6 un cuadro de tetraparesia, ausencia de propiocepcién, mucosas palidas y
leve torsion cervical, sin antecedentes sanitarios ni desparasitacion.

Con el objetivo de orientar el diagnoéstico etiolégico, se solicitaron exdmenes complementarios
que incluyeron hemograma completo para evaluar el estado hematoldgico general y frotis de sangre
periférica para la identificacién de hemopatdgenos intraeritrocitarios o extracelulares, analisis de orina
para descartar alteraciones renales o sistémicas concurrentes.

El hemograma reveld anemia (hematocrito 24%) normocitica normocrémica, ademas de una
neutrofilia y basofilia (Tabla 1).

Tabla 1. Resultado de hemograma en el paciente canino.

Valor de Referencia

Parametro sanguineo Valor Wittwer, F.G (2021).
Eritrocitos 108/ pL 3.600.000 5,5-8,5
Hematocrito % 24 37-50
Hemoglobina g/dl 8 12,0 - 18,0
VCM fl. 66,66 60 -77
CHCM g/dl 33,33 32-37
HCM pg. 22,22 20-25
Leucocitos totales / pL 12.800 6000 - 14000
Neutroéfilos segmentados % 80 55-75
Neutréfilos en cayado % 1 0-3
Linfocitos % 15 12-30
Eosinofilos % 1 1-10
Monocitos % 1 1-7
Basoéfilos % 3 0-1
Plaquetas / pL 344.000 200.000 - 500.000

Al hacer la observaciéon microscépica del frotis de sangre periférica se pudo evidenciar la
presencia del gamonte dentro de un neutrofilo segmentado (Figura 1), por lo que se prosiguid a realizar
frotis de la capa leucocitaria, se observaron tres laminas, encontrandose estructuras compatibles
morfolégicamente con gametocitos de Hepatozoon canis en varios neutroéfilos (Figura 2).

Figura 1. Gamonte de Hepatrozoon spp. dentro de un neutrofilo detectado en frotis de sangre periférica.
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Figura 2 (A) y (B). Gametocitos de Hepatozoon spp. presentes en neutrofilos en extendido de la capa
flogistica.

Asimismo, el examen fisico de orina presento una coloracién amarilla de aspecto claro, con una
densidad de 1005 gr/ml y Ph 6, en tanto en el examen microscdpico se observo un acimulo leucocitario
y 1- 2 celulas epiteliales planas por campo.

Figura 3. Gel de electroforesis de PCR para la deteccién de Hepatozoon spp

El gel de agarosa al 1,5% revel6 bandas claras y bien definidas de aproximadamente 574 pb en las
muestras positivas, lo que evidencia una amplificacion especifica y eficiente del gen 18S rRNA de
Hepatozoon spp. La ausencia de bandas en el control negativo confirma que no hubo contaminacién
cruzada, mientras que la banda tinica del control positivo valida la reacciéon. La nitidez y consistencia de
las bandas permiten confirmar la calidad del ADN y la robustez del protocolo de PCR empleado.

Se considera de vital relevancia este hallazgo, ya que se trata del primer reporte en la zona de
influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias - UNA, Filial San Juan Bautista Misiones. Con esto se
confirma la presencia de este hemopatdgeno en nuestro medio, por lo cual se debe incluir en el listado de
diagnoéstico diferencial por sus signos inespecificos y de esta forma no confundirla con otras
enfermedades de presentacién mas frecuente.

Este hallazgo de Hepatozoon spp. en una perra de la zona rural del distrito de San Juan Bautista -
Misiones - Paraguay concuerda con Tadesse et al., (2023) el cual menciona que los perros en las cercanias
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o zonas rurales estan en trecho contacto con bosques, zonas de pasto, otros animales y las infestaciones
de garrapatas tienden a ser mayores, lo que aumenta la probabilidad de infeccién.

El cuadro clinico general observado en la perra mostré mucosas ligeramente palidas y un tiempo
de llenado capilar mayor a 2 s. y se evidenci6 infestacién por ectoparasitos, alopecia y mala implantacion
del pelaje, sugiriendo compromiso dermatolégico activo o previo lo cual coincide con un caso en Tolima
- Colombia, donde varios caninos presentaron signos similares (Ramirez - Alvarado et al., 2024). En tanto,
en el examen neurolégico se constato tetraparesia, ausencia de propiocepcién en miembros toracicos y
pélvicos, reflejos espinales y craneales conservados, y una leve torsion cervical izquierda, signos que han
sido reportados en casos de hepatozoonosis canina, especialmente en infecciones sistémicas avanzadas,
donde se describen alteraciones neuromusculares y neurolégicas asociadas a la inflamacién y al
compromiso multisistémico (Hepatozoon spp.) (Baneth et al., 2001).

Los hallazgos hematol6gicos de este caso coinciden con lo descrito en estudios de hepatozoonosis
canina realizados en paises vecinos, donde la anemia normocitica normocrémica y la leucocitosis leve con
neutrofilia son manifestaciones comunes en perros infectados con Hepatozoon canis (Ramirez - Alvarado
etal.,, 2024). La anemia normocroémica leve es un hallazgo comun en esta enfermedad, lo cual coincide con
otros reportes (De Bonis et al.,, 2021; Kwon et al., 2017; Baneth et al,, 2011). En un contexto de mas
cercania geografica, en un estudio retrospectivo de 55 perros infectados en Argentina, el 80 % presento
anemia y los recuentos leucocitarios estuvieron dentro o levemente por encima del rango de referencia.
Ademas, se describieron casos tanto con signos clinicos (mucosas palidas, fiebre, debilidad) como sin
manifestaciones evidentes, lo que refuerza la necesidad de considerar el diagnostico ain en pacientes
aparentemente sanos, pero con alteraciones hematolégicas (Guendulian et al., 2023).

Los resultados obtenidos mediante la amplificacion parcial del gen 18S rRNA de Hepatozoon spp.
mostraron bandas especificas de aproximadamente 574 pb en las muestras positivas, lo que confirma la
eficacia del protocolo de PCR utilizado. La presencia de una banda dnica y definida en el control positivo
valida la especificidad de los cebadores descritos por Cardoso et al. (2016) y demuestra que las
condiciones de amplificaciéon fueron adecuadas para la deteccion del agente. La ausencia de amplificacion
en el control negativo indica que no hubo contaminaciéon cruzada durante el proceso, lo cual es
fundamental en estudios de hemopatégenos donde la sensibilidad de la técnica puede aumentar el riesgo
de falsos positivos.

La intensidad variable de las bandas observadas entre las muestras positivas podria estar
relacionada con diferencias en la carga parasitaria, la calidad del ADN o la eficiencia de la amplificacién.
Este comportamiento ha sido reportado previamente en estudios de Hepatozoon spp. donde la
parasitemia suele ser baja y fluctuante, especialmente en animales con infecciones subclinicas. La
visualizacién clara de los amplicones en el gel sugiere que la extraccion de ADN fue adecuada y que las
muestras presentaron concentraciones suficientes para la amplificacion, lo cual coincide con los valores
obtenidos mediante NanoDrop (Cardoso et al. 2016).

Los resultados del gel respaldan la presencia de Hepatozoon spp. en la poblacién canina evaluada
y concuerdan con reportes previos en Paraguay, donde se ha documentado la circulaciéon del agente
mediante frotis y PCR. La confirmacién molecular mediante secuenciacion de los amplicones permitira
validar la identidad del parasito y contribuir al conocimiento epidemiolégico local. En conjunto, la calidad
del gel y la especificidad de las bandas obtenidas fortalecen la confiabilidad del diagndstico molecular y
demuestran la utilidad de la PCR como herramienta para la deteccién de hemopatdgenos en contextos de
baja parasitemia (Cardoso et al. 2016).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por Guendulain et al., (2023)
quienes también observaron bandas unicas y definidas en la regién esperada del gen 18S rRNA
de Hepatozoon spp. La similitud en el patrén de amplificaciéon refuerza la especificidad del protocolo
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utilizado y confirma la utilidad de la PCR convencional para la deteccién del agente en muestras de sangre
periférica.

La combinacién de la observacion microscopica del frotis junto con la confirmacion por PCR fue
clave en este caso, en concordancia con lo sefalado por diversos autores (Otranto et al., 2011; Vincent-
Johnson et al.,, 1997). Si bien la visualizacién de gamontes en frotis sanguineo constituye un método
diagndstico confirmatorio, su sensibilidad es baja estimada entre 4 % y 6 % en animales con parasitemia
reducida, lo que limita su eficacia en la deteccién temprana o en infecciones subclinicas. Por ello, la PCR
se considera una herramienta esencial para confirmar la infecciéon y aumentar significativamente la
sensibilidad diagnostica. La confirmacién molecular obtenida en este estudio representa un aporte
relevante, ya que corresponde al primer caso clinico confirmado de hepatozoonosis canina en la ciudad
de San Juan Bautista, Misiones, Paraguay, subrayando la necesidad de investigaciones epidemiolégicas
locales que evalten la circulacién de este hemopatégeno en la poblacién canina regional.

A pesar del tratamiento de soporte instaurado, que incluy6 fluidoterapia, analgesia (dipirona) y
antibioticoterapia (doxiciclina) de amplio espectro, la paciente no mostré mejoria clinica significativa. En
los dias posteriores al diagndstico, presentd un marcado deterioro general, con pérdida de la respuesta
motora y progresion de la debilidad, falleciendo finalmente al quinto dia del tratamiento. Este desenlace
coincide con lo descrito con otros autores en casos de hepatozoonosis canina con compromiso
neuromuscular o sistémico avanzado (Mateus et al, 2022; Baneth et al, 2020), lo que refuerza la
importancia del diagndstico temprano y el control efectivo de los ectoparasitos vectores para evitar la
progresion de la enfermedad.

CONCLUSION

El presente reporte describe el primer caso clinico confirmado de hepatozoonosis canina en la
ciudad de San Juan Bautista, Misiones, Paraguay, diagnosticado mediante la combinacién de examen
clinico del paciente, el examen microscépico y mediante biologia molecular (PCR). Este hallazgo reviste
importancia epidemiolégica, ya que evidencia la presencia local de Hepatozoon canis en la poblacién
canina, subrayando la necesidad de incluir esta hemoparasitosis dentro de los diagnoésticos diferenciales
de pacientes con signos clinicos inespecificos y alteraciones hematolégicas compatibles.

La confirmaciéon mediante PCR refuerza la utilidad de las herramientas complementarias de
laboratorio en el diagnostico de enfermedades transmitidas por vectores, particularmente en regiones
donde su presencia ha sido subestimada. Asimismo, se destaca la relevancia de implementar programas
de control de ectoparasitos y estudios epidemioldgicos que permitan establecer la prevalencia y
distribucidon del agente en la zona, contribuyendo al conocimiento y manejo integral de la hepatozoonosis
canina en Paraguay.
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