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Resumen. La presente investigacion tuvo como objetivo detectar casos positivos de 3 especies de
hemopatdgenos, a partir de los registros de 300 muestras de perros, sin distincion de raza, sexo y edad
procedentes del area metropolitana de Asuncion, empleando la técnica PCR convencional (cPCR), para
la deteccion de Ehrlichia spp. y Anaplasma platys a partir de sangre entera y Leishmania spp. en sangre
entera y aspirado medular; ademas de suero sanguineo para la deteccion de anticuerpos para Leishmania
spp. Y Ehrlichia spp. utilizando test inmunocromatografico, procesadas por la Division Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Asuncién durante el
primer semestre del 2021. De las 300 muestras analizadas, 66 fueron positivas para al menos un
hemopatdgeno. La deteccién de casos positivos, segln tipo de microorganismo identificado fue, para
Leishmania spp. del 13 %, Ehrlichia spp. del 9 % y Anaplasma platys del 0 %. En cuanto al tipo de
muestras analizada, empleando cPCR o inmunocromatografia indistintamente, los casos positivos fueron
mayoritariamente a través de sangre entera 15 %, seguida por suero sanguineo 6 % y finalmente
aspirado medular 3 %. Por Ultimo, fueron registradas 27 razas, de las cuales la mestiza presentd mayor
nimero de positivos a hemoparasitos (40/66). Los hallazgos encontrados a partir del presente trabajo
aportan datos relevantes para el conocimiento de la presencia de hemoparasitos en caninos del area
metropolitana y su distribucion.

Palabras clave: leishmania, ehrlichia, anaplasma, perro.

Abstract. The objective of this investigation was to detect positive cases of 3 species of hemopathogens,
from the records of 300 dog samples, without distinction of breed, sex and age from the metropolitan
area of Asuncion, using the conventional PCR (cPCR) technique. for the detection of EhArlichia spp. and
Anaplasma platys from whole blood and Leishmania spp. in whole blood and spinal aspirate; in addition
to blood serum for the detection of antibodies to Leishmania spp. and Ehrlichia spp. using
immunochromatographic tests, processed by the Biotechnology Laboratory Division of the Faculty of
Veterinary Sciences of the National University of Asuncion during the first semester of 2021. Out of the
300 records analyzed, 66 were positive for at least one hemoparasite. The detection of positive cases,
according to the type of microorganism identified, was for Leishmania spp. 13%, Ehrlichia spp. 9% and
Anaplasma platys 0%. Regarding the type of samples analyzed, using cPCR or immunochromatography
interchangeably, positive cases were mostly through whole blood 15%, followed by blood serum 6% and
finally bone marrow aspirate 3%. Finally, 27 breeds were recorded, of which the mixed breed had the
highest number of positive results for hemoparasites (40/66). The findings from this study provide
relevant data for understanding the presence and distribution of hemoparasites in canines in the
metropolitan area.

Keywords: leishmania, ehrlichia, anaplasma, dog.

Revista investigaciones y estudios — UNA, Volumen 15, Nimero 1, 2024: 38-47 pp.

38/47


https://doi.org/10.57201/ieuna2413321
https://doi.org/10.57201/ieuna2413321
mailto:iflorentinibarra@gmail.com
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt
https://doi.org/10.57201/ieuna2413321
https://orcid.org/0000-0002-9489-2120
https://orcid.org/0000-0002-9528-7627
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://orcid.org/0009-0009-3277-1065
https://orcid.org/0009-0000-7255-1416
https://orcid.org/0000-0002-8300-5880
https://orcid.org/0000-0001-9837-1472
https://orcid.org/0000-0001-9278-7928
https://orcid.org/0000-0003-4897-5213

Florentin Ibarra, et al. Deteccion de casos positivos a Ehrlichia spp., Anaplasma platys y Leishmania spp...

Introduccion

Actualmente, la tenencia de animales de compafiia se ha incrementado considerablemente, debido
a que ofrecen multiples beneficios para los integrantes de una familia, tales como reducir la sensacion
de soledad. Ademas, genera obligaciones con las que se aprende a tener responsabilidad, proveen
diversion, entretenimiento y representan una compaiia incondicional. Los animales domésticos como
perros y gatos representan el origen de enfermedades zoondticas mas cercanas en zonas urbanas
(Pefia et al., 2017). Debido a la convivencia y relacién que existen entre dichos animales con el ser
humano, los microorganismos en sangre generan implicaciones leves a mortales en la salud humana,
principalmente a personas con sistemas inmunoldgicos inmaduros (Kolo et al., 2016).

Mascotas con enfermedades hematoldgicas se presentan constantemente en las clinicas veterinarias
debido al deterioro en la salud de los animales (Yongjin et al., 2018). Comunmente, las alteraciones
son producidas por microorganismos trasmitidos por vectores (bioldgicos y mecanicos), especialmente
en zonas tropicales y subtropicales, siendo muchos de estos microorganismos capaces de afectar a los
animales domésticos y al ser humano (Salim et al., 2019).

A pesar de los enormes esfuerzos del hombre por eliminar a los parasitos de sus mascotas, estos
contintan siendo un grave problema de salud en paises desarrollados (Matos et al., 2015) y este
impacto es mucho mas notorio en paises en vias de desarrollo (Encalada-Mena et al., 2011).

En términos bioldgicos un “vector” es todo organismo vivo con la capacidad de transportar
(movilizar) y transmitir de forma activa y constante cualquier microorganismo desde un hospedero
vertebrado e infectado hacia otro susceptible. Este proceso, que se define como “transmision bioldgica”
(Tercero Gutierrez y Olalla Herbosa, 2008) puede ocurrir desde personas hacia animales o desde
animales hacia personas (OMS, 2017). Los distintos agentes patdgenos (parasitos, virus o bacterias),
transmitidos por vectores, necesitan multiplicarse o generar sus formas infectivas fuera o dentro de las
células de los hospederos para completar su ciclo de vida. De esta manera, los patdgenos son
transmitidos hacia otro hospedero susceptible por alguno de los mecanismos mencionados
posteriormente (Tercero Gutierrez y Olalla Herbosa, 2008).

El estrecho contacto entre humanos y animales domésticos, pone de relieve la importancia en el
seguimiento que se haga de la salud animal, tanto por el valor afectivo respecto de las mascotas y su
estado de salud, como por la posibilidad de constituirse en reservorios de entidades zoonéticas o ser
hospederos de vectores con la capacidad de transmitir estas enfermedades, las cuales pueden ser
diagnosticadas mediante extendidos sanguineos y/o confirmadas mediante pruebas serolégicas mas
especificas y sensibles o mediante técnicas moleculares como PCR (Costa Oliveira, 2010; Cordero del

Campillo y Rojo Vazquez, 2000).
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Los resultados de estudios basados en este tema, ademas de generar conciencia sobre la presencia
de los hemoparasitos y microorganismo en los animales, evitara problemas subsecuentes que puedan
afectar la salud general del animal, ya que los habitos culturales y la forma que las personas acttdan
frente a las enfermedades muchas veces, no es la correcta favoreciendo de este modo la transmision

de agentes patdgenos, asi como su permanencia en las zonas de riesgo (Oscherov et al., 2008).

Teniendo en cuenta la importancia de la investigacion, el propdsito de esta investigacién fue estimar
los casos positivos de Ehrlichia spp., Anaplasma platysy Leishmania spp., en perros, tomando en cuenta
sexo, raza, edad y tipo de muestras diagnosticados en el laboratorio de biotecnologia de la FCV - UNA
(primer semestre del afio 2021).

Materiales y métodos

El trabajo fue realizado en la Divisidon de Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Clinicas
Veterinarias de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Asuncién, San
Lorenzo, Paraguay, se recibieron y analizaron muestras de sangre entera, suero sanguineo y aspirado
medular provenientes tanto del Hospital Veterinario "Prof. Dr. José Vicente Nufiez", asi como de clinicas

veterinarias externas a la institucion.

Disefio y criterios del trabajo:

La investigacion corresponde a un estudio de tipo descriptivo y retrospectivo.

Fueron seleccionados 300 registros de resultados de animales de la especie canina, sin distincion de
raza, sexo y edad procedentes del area metropolitana de Asuncién, los cuales fueron procesados
durante el primer semestre del afio 2021 empleando la técnica cPCR o reaccién en cadena de la
polimerasa convencional para la deteccidon de los hemoparasitos Ehrlichia spp. y Anaplasma platys a
partir de sangre entera y Leishmania spp. en sangre entera y aspirado medular; ademas, fueron
analizadas muestras de suero sanguineo para la deteccion de anticuerpos para Leishmania spp. Yy
Ehrlichia spp. utilizando el test inmunocromatografico. El tipo de muestra enviada, el microorganismo
a ser identificado y la técnica empleada, varid segun el criterio del médico veterinario solicitante.

Para la deteccion de los hemoparasitos por cPCR, el material genético fue extraido a partir de sangre
entera o aspirado medular empleando el kit de extraccion comercial basado en columnas de silica
Thermo Scientific™ GenelET Viral DNA/RNA Purification Kit, siguiendo el protocolo indicado por el
fabricante.

Las muestras de ADN obtenidas fueron sometidas a un protocolo convencional para la identificacion
de una region conservada del gen 18S para Ehrlichia spp., gen p44 de Anaplasma platysy k-ADN para
la amplificacion de Leishmania spp., descritas por (Murphy et al., 1998), (Breitschwerdt et al., 2014) y
(Michalsky et al. 2002), respectivamente.
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Todos los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa (SeaKem®LE Agarose,
Lonza) al 2 %, tefido con bromuro de etidio. Por Ultimo, los geles fueron observados en un
transluminador (JY-025 UV Transluminator) con luz ultravioleta.

Se recibieron muestras de suero sanguineo con el propdsito de analizarlas mediante
inmunocromatografia para la identificacion rapida de anticuerpos para Leishmania spp. o Ehrlichia spp.
Fueron utilizados los kits comerciales Anigen Rapid Leishmania Ab Test Kity E. canis Ab rapid test para
la deteccidn cualitativa de anticuerpos para Leishmania spp. y Ehrlichia spp. respectivamente.

Finalmente, los resultados fueron tabulados en una hoja de cdlculo Excel y evaluados
estadisticamente a través del software R. Las variables analizadas fueron raza, sexo, edad (meses),
hemopatdgeno identificado, muestra bioldgica y técnica laboratorial empleada para la determinacién

de los microorganismos.

Resultados

En la tabla 1, se exponen los resultados de casos positivos para Anaplasma platys, Leishmania
spp. Yy Ehrlichia spp., empleando dos herramientas de diagnostico: cPCR e inmunocromatografia. Es
importante destacar que la eleccidén de la técnica de diagndstico empleada en cada caso particular
dependié del médico veterinario solicitante. Esto significa que, algunos casos fueron analizados

mediante cPCR mientras que otros por medio de inmunocromatografia.

La variacion en las técnicas de diagnostico empleadas, responde a que diferentes médicos
veterinarios pueden tener preferencias o consideraciones especificas en funcién de la situacién clinica

de cada paciente o bien la disponibilidad de recursos del propietario en el momento del diagndstico.

Tabla 1. Cantidad de resultados positivos a los principales hemopatdgenos identificados en el
Laboratorio de Biotecnologia mediante cPCR o inmunocromatografia.

Técnica de Diagndstico Leishmania spp. Ehrlichia spp. Anaplasma Platys
cPCR 20 25 0
Inmunocromatografia 19 2 0
Total 39 27 0

De forma mas especifica, los casos positivos hallados empleando la técnica cPCR o
inmunocromatografia seguin el sexo fueron: 35 hembras positivas de las 300 muestras analizadas (12
% del total), hallandose 0 positivas a Anaplasma platys, 17 muestras positivas a Ehrlichia spp. y 18 a
Leishmania spp.; en lo que respecta a resultados negativos, 119 hembras fueron negativas (40 % del
total). En machos, fueron identificadas 31 muestras positivas de las 300 analizadas (10 % del total), 0

positivas a Anaplasma platys, 10 muestras positivas a Ehrlichia spp. y 21 a Leishmania spp. sin
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embargo, los resultados negativos en machos fueron 2 a Anaplasma platys, 17 a Ehrlichia spp. y 96 a
Leishmania spp. (38 % del total).
Tabla 2. Casos positivos de los principales hemopatdgenos identificados en el Laboratorio de

Biotecnologia durante el primer semestre del 2021, clasificados segun el sexo de los animales
positivos y negativos.

RESULTADO

Microorganismo POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Hembra Macho Hembra Macho
Anaplasma platys 0 0 0 2 2
Ehrlichia spp. 17 10 16 17 60
Leishmania spp. 18 21 103 96 238
Total 35 31 119 115 300
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Figura 1. Deteccion de microorganismos mediante dos técnicas laboratoriales, PCR e inmunocromatografia.

En relacion al tipo de microorganismo, se registraron muestras positivas a Leishmania spp. del 13 %, Ehriichia
spp. del 9 % y Anaplasma platys del 0 %. Del total de las muestras analizadas, la solicitud de los clinicos
veterinarios para la deteccion Leishmania spp., Ehrlichia spp. y Anaplasma platys mediante cPCR fue de 29,3 %
18,6 % y 0,66 %, mas para la deteccion de estos microorganismos por inmunocromatografia fue del 50 %, 1,3

% y 0 % respectivamente (Figura 1).

~
=]
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Figura 2. Resultados obtenidos segiin muestras bioldgicas analizadas por PCR o inmunocromatografia.
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En cuanto a las muestras bioldgicas analizadas, empleando cPCR o inmunocromatografia indistintamente, los
casos positivos registrados fueron mayoritariamente a través de sangre entera 15 %, seguida por suero sanguineo
6 % y finalmente aspirado medular 3 %; en cambio, los resultados negativos correspondieron al 35,6 %, 40,6 %

y 1,66 % para tales muestras, como se visualiza en la Figura 2.

2,60%
Ehrlichia spp. 3,60%

I 2,60%

2,60%
Leishmania spp. 8,60%

A 1,60%

0,00% 1,00% 2,00% 3,00% 4,00% 5,00% 6,00% 7,006 8,00% 9,00% 10,00%

Gerontes (>84 meses) Adulto (13-84 meses) m Cachorro (0-12 meses)

Figura 1. Casos positivos de los principales hemopatdgenos identificados en el Laboratorio de Biotecnologia
durante el primer semestre del 2021, clasificados por grupo etario de los perros.

Segun la Figura 3, los casos positivos a Ehrfichia spp. identificados por cPCR o inmunocromatografia teniendo
en cuenta el rango etario, fue equivalente tanto en cachorros como en gerontes 2,6 % y para adultos del 3,6 %);
en lo que respecta a Leishmania spp., fue, para los gerontes 2,6 %, adultos del 8,6 %, y cachorros 1,6%. Los
perros fueron clasificados de acuerdo al rango etario como adultos (13 a 84 meses), cachorros (0-12 meses) y

gerontes (mayores de 84 meses), comprendiendo 56 %, 24 % y 20 % de los positivos respectivamente.

Tabla 3. Deteccion de hemopatdgenos de acuerdo a razas caninas, analizadas en el Laboratorio de Biotecnologia
durante el primer semestre del 2021.

Microorganismo detectado

Raza Leishmania spp. Ehrlichia spp.
N= % N= %
Beagle 1 0,3 0 0
Caniche 3 1 3 1
Chow chow 1 0,3 0 0
Fila brasilero 1 0,3 0 0
Labrador retriever 3 1 1 0,3
Mestiza 28 9,3 15 5
Pastor aleman 1 0,3 0 0
Pinscher 0 0 1 0,3
Pit bull 0 0 4 1,3
Rottweiler 1 0,3 0 0
Shar pei 0 0 1 0,3
Teckel 0 0 1 0,3
Total 39 12,8 25 8,5
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Fueron registradas 27 razas de perros, de las cuales 12 de ellas fueron positivas para al menos un
microorganismo, donde los porcentajes se especifican en el Tabla 3.

Discusion

En los ultimos afos, los casos confirmados de hemopatdgenos en perros han aumentado a nivel
mundial; esto responde, en parte, por la falta de control de vectores, cambio climatico, resistencia a
los medicamentos, ademas del desarrollo de nuevos métodos de diagndstico (Reithinger & Dujardin,
2006).

Se ha determinado que la presencia de aparicion de hemopatdgenos segun sexo, fue mayor en
hembras que en machos, esto discrepa con lo descrito por (Suh et al., 2017) el cual identificO mayor
cantidad de casos positivos a enfermedades transmitidas por vectores en caninos machos; sin embargo,
de acuerdo a (Luiz et al., 2019 y Dantas-Torres, 2008) no existe relacién determinante entre el sexo
del perro y la presentacion de hemopatdgenos, por tanto, es posible que la infeccion se presente de
manera indiscriminada en ambos sexos.

Basados en la clasificacion etaria elaborada por (Echeverri-De la Hoz, et al., 2022); la mayor cantidad
de casos positivos identificados de hemopatdgenos seguin rango etario ha sido en adultos, tanto para
Leishmania spp. como Ehrlichia spp. Este hallazgo coincide con lo descrito por (Paternina Tuiran et al.,
2015) los cuales describieron una mayor frecuencia de anticuerpos para Leishmania spp. en jovenes y
adultos (12 a 60 meses) y con (Cusicanqui y Zuniga, 2020), donde registraron mayor presencia de
anticuerpos para Ehrlichia spp. en perros adultos. Estos resultados podrian responder a que los dueios
tienden a dejar fuera del hogar a sus canes una vez que éstos alcanzan la edad adulta, predisponiendo
la exposicidn a vectores transmisores de hemopatdgenos.

La relacion entre la raza mestiza y la presencia de hemopatdgenos hallada en este estudio (9,3 %
para Leishmania spp. y 5 % para Ehrlichia spp.) coincide con lo descrito por (Gonzalez-Britez et al.,
2021) y (Cartagena Yarce, 2014) quienes también identificaron elevada frecuencia de Leishmania spp.
y Ehrlichia spp. respectivamente en la raza mestiza; asimismo, la raza con mayor cantidad de resultados
negativos también fue la mestiza (104/300). Esto podria deberse a que, tanto en este estudio como en
los dos mencionados con anterioridad, existian mayor cantidad de individuos mestizos analizados que
de otras razas (162/300), es probable que esto se deba a que la adopcion de perros mestizos es
relativamente mas accesible para la mayoria de las personas.

En cuanto a las muestras bioldgicas analizadas y los resultados obtenidos a partir de las mismas, la
sangre entera ha dado mayor cantidad de resultados positivos (45/300), esto responde a que, la
extraccion y manejo de este fluido es relativamente mas sencilla que aspirado medular y suero
sanguineo para su posterior analisis por cPCR, técnica que permite identificar tanto Leishmania spp.,
Ehrlichia spp. y Anaplasma platys a partir de dicha muestra; para la extraccién de médula désea, se
precisa de experiencia y buen manejo del paciente por parte del operario, asimismo para suero

sanguineo, ya que se requiere conocimientos para la obtener una correcta separacion entre los

Revista investigaciones y estudios — UNA, Volumen 15, Nimero 1, 2024: 38-47 pp. 44/47



Florentin Ibarra, et al. Deteccion de casos positivos a Ehrlichia spp., Anaplasma platys y Leishmania spp...

componentes celulares de la sangre y suero para obtener resultados confiables. Segin (Pedrosa
Amado, 1999), la PCR es una herramienta de diagndstico que se destaca por su gran sensibilidad y
especificidad, ya que “solo las secuencias de ADN que se amplifican, son aquellas que se encuentran
entre los dos fragmentos iniciadores que han hibridado”, siendo poco probable que se presenten falsos
positivos o reacciones cruzadas con otros microorganismos.

Los resultados de este estudio indican que, comparando la técnica de deteccién rapida de
anticuerpos o inmunocromatografia con la cPCR, la primera de ellas ha exhibido mayor cantidad de
positivos para Leishmania spp., es posible que esto se deba a que existi6 mayor demanda de ésta
técnica por parte de los médicos veterinarios solicitantes, ya que es una prueba rapida, econdmica y
sencilla en comparacion a la cPCR, sin embargo, carece de elevados porcentajes de especificidad y
sensibilidad debido a que detecta los anticuerpos producidos por el sistema inmunoldgico luego de la
primoinfeccidn y no la presencia del microorganismo en el suero sanguineo. Segun (Rodriguez y Irlene,
2009) los caninos, sean sintomaticos o no, desarrollan una respuesta especifica a Leishmania spp., sin
embargo, se ha demostrado que la produccidon de anticuerpos por el animal infectado presenta un
patrén antigénico similar a uno sano, por lo que los resultados que se pueden obtener a través de esta

técnica pueden considerarse ambiguos.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determind la presencia de tres hemopatdgenos en perros,
detectados en la Divisién Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNA,
siendo Leishmania spp. (13 %) la especie diagnosticada con mas frecuencia, seqguido de Ehriichia spp.
(9 %) entre los animales positivos y para Anaplasma platys (0 %); de igual manera es importante
mencionar el uso de técnicas moleculares como la cPCR que ofrece mayor especificidad a la hora de
dar resultados verdaderamente positivos y constituir una opcién a las técnicas tradicionales de
diagndstico, confirmando la importancia de establecer programas de monitoreo y vigilancia
epidemioldgica en animales de compafiia de manera a evaluar periédicamente las tendencias y
establecer medidas para controlar la dinamica de comportamiento de los hemopatdgenos, en beneficio
de la calidad de vida de las mascotas y la salud publica. Respecto a las futuras investigaciones, se
sugiere ampliar el nimero de individuos analizados, obtener aspectos clinicos relevantes y datos
demograficos mas especificos de los casos positivos, ademas de comparar la sensibilidad y especificidad

de las técnicas empleadas.
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