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RESUMEN. Las enfermedades caninas causadas por protozoarios y transmitidas por garrapatas representan un importante problema
en medicina veterinaria. El objetivo del estudio fue detectar molecularmente Hepatozoon spp., Babesia spp. y Theileria spp. en perros
clinicamente sanos de distintas regiones de Argentina y analizar la diversidad genética de los hallazgos obtenidos. Se analizaron 163
muestras de ADN de sangre de perros (40 de Ciudad Auténoma de Buenos Aires; 33 de Bahia Blanca, Buenos Aires; 15 de Castelli,
Chaco; 27 de Salsipuedes, Cérdoba; 40 de Merlo, San Luis; y 8 de San Miguel, Corrientes). Mediante una PCR que amplifica un
fragmento variable (460-540 pb) del gen ARNr 18S incluyendo la regidn V4 de los géneros Hepatozoon, Babesia y Theileria, el 12,1 %
(4/33) de los perros de Bahia Blanca (Buenos Aires) resultaron positivos. Las secuencias obtenidas se identificaron como Hepatozoon
canis y resultaron filogenéticamente similares a hallazgos en Sudamérica y en el resto del mundo. El estudio de H. canis en Argentina
mediante técnicas moleculares de diagndstico junto con el andlisis filogenético resulta de suma importancia para conocer la situacion
de este patégeno en el pais.

SUMMARY. Molecular detection and phylogenetic analysis of Hepatozoon canis (Eucoccidiorida: Haemogregarinidae)
infecting healthy dogs from Bahia Blanca (Buenos Aires). Tick-borne protozoan canine diseases represent a major problem in
veterinary medicine. The aim of the study was to detect molecularly Hepatozoon spp., Babesia spp. and Theileria spp. in clinically
healthy dogs from different regions of Argentina and to analyze the genetic diversity of the findings. DNAs extracted from 163 blood
samples from dogs (40 from Buenos Aires city; 33 from Bahia Blanca, Buenos Aires; 15 from Castelli, Chaco; 27 from Salsipuedes,
Cordoba; 40 from Merlo, San Luis; and 8 of San Miguel, Corrientes) were studied by PCR amplifying a variable fragment (460-540 bp)
of the 18S rRNA gene including the V4 region of the genera Hepatozoon, Babesia and Theileria. Four dogs from Bahia Blanca (12.1%)
were positive and the sequences obtained were identified as Hepatozoon canis and were phylogenetically similar to findings in South
America and the rest of the world. The study of H. canis in Argentina with molecular methods together with phylogenetic analysis is
important in order to know the situation of this pathogen in this country.
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La piroplasmosis canina es una enfermedad trans-
mitida por garrapatas causada por diversas especies
de los géneros Babesia y Theileria a nivel mundial. Se

Introduccion caracterizan por la presencia de fiebre, anorexia, ane-
mia y esplenomegalia. La gravedad en el curso de la

Las enfermedades caninas transmitidas por garrapatas enfermedad depende de la especie de piroplasma,

causadas por diferentes géneros de protozoos del Phy- llegando a ser fatal en algunos casos (Ruiz et al., 2016;

lum Apicomplexa del Orden Piroplasmida (Babesia, Greene, 2012).

Theileria y Cytauxzoon, entre otros) y Eucoccidiorida

(Hepatozoon), representan un importante problema Hepatozoon canis (Clase Conoidasida, Orden Eu-

en medicina veterinaria (Greene, 2012). coccidiorida, Familia Haemogregarinidae) fue des-

cripto por primera vez en India en 1905 (Ruiz et al.,
2013). Ha sido hallado infectando caninos en todo el
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mundo, con niveles de prevalencia muy disimiles
(Greene, 2012; Linares, 2011). La transmisidn ocurre
por la ingestion de garrapatas de la especie Rhipi-
cephalus sanguineus sensu lato infectadas con H. canis
(Greene, 2012).

Las manifestaciones clinicas asociadas en los perros
infectados son muy variadas, abarcando desde hallaz-
gos casuales en animales aparentemente sanos hasta
enfermedad debilitante con fiebre, letargia, pérdida de
peso, anemia e hiperglobulinemia. El curso de la enfer-
medad suele ser prolongado, con aparicion de signos
clinicos en forma intermitente, con periodos de recu-
peracién y recurrencia (Greene, 2012; Ruiz et al., 2013;
Linares, 2011). Ademas, son frecuentes las coinfeccio-
nes con patogenos asociados a R. sanguineus s. |. co-
mo Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Babesia canis
(Greene, 2012; Ruiz et al., 2013).

En Argentina, sdlo se notificd hasta el momento la cir-
culacién de Babesia vogeli y H. canis. Babesia vogeli
fue confirmada molecularmente por primera vez en
2008 en caninos con signologia compatible del Gran
Buenos Aires (Eiras et al., 2008), siendo posterior-
mente hallada en otras regiones de Buenos Aires y
Santa Fe (De Miguel et al., 2011; Ruiz et al., 2016).
Hepatozoon canis fue descripto por primera vez en
1999 y ha sido notificado en las provincias de Buenos
Aires, Chubut, Corrientes, Entre Rios, La Pampa, Men-
doza, Salta, San Luis y Santa Fe (Ruiz et al., 2013; Araoz
et al., 2016; Vezzani et al., 2017). Recientemente se
reportd un caso clinico en Bahia Blanca (Araoz et al.,
2016). Sin embargo, la mayoria de los estudios realiza-
dos en nuestro pais utilizaron técnicas de microscopia
Optica a partir de extendidos sanguineos tefiidos con
distintas coloraciones (Linares, 2011; Ardoz et al.,
2016; De Miguel et al., 2011; Ruiz et al. 2016; Vezzani
etal., 2017).

El objetivo del presente estudio fue detectar molecu-
larmente Hepatozoon spp., Babesia spp. y Theileria
spp. en perros clinicamente sanos de distintas re-
giones de Argentina y analizar la diversidad genética
de los hallazgos obtenidos.

Materiales y Métodos

Entre 2011 y 2016, en el marco de distintos proyectos
sobre enfermedades bacterianas transmitidas por ga-
rrapatas, se recolectaron muestras sanguineas de cani-
nos domésticos clinicamente sanos de distintas areas
de Argentina: Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Ba-
hia Blanca (Buenos Aires), Castelli (Chaco), Salsipuedes
(Cordoba), Merlo (San Luis) y San Miguel (Corrientes).
Las muestras sanguineas con anticoagulante EDTA fue-
ron obtenidas por puncién de vena cefalica o yugular
con el consentimiento de los propietarios de los ca-
ninos. El ADN de la sangre entera fue extraido con
AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit
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(Axygen Biosciences, EEUU) y High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany) siguien-
do las instrucciones de los fabricantes.

La deteccion de los géneros Hepatozoon, Babesia y
Theileria fue realizada mediante PCR con los cebado-
res RLB-F2 (5-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3’) y
RLB-R2 (5 -CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3") que am-
plifican un fragmento variable (460-540 pb) del gen
ARNr 18S incluyendo la region V4, siguiendo las ins-
trucciones de los autores (Matjila et al., 2008). Como
control positivo se utilizé Babesia bigemina y como
control negativo se usé agua libre de nucleasas.

Los productos amplificados fueron purificados con
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, USA) y secuenciados en un secuenciador
3500 Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EEUU).

Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante el
software BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall,
1999) y alineadas con el program Clustal W (Larkin et
al., 2007). Luego fueron comparadas con secuencias
depositadas en GenBank y utilizadas para realizar el
analisis filogenético mediante el método de maxima
verosimilitud (ML, maximum-likelihood). El modelo de
sustitucion de mejor ajuste (best-fitting substitution
model) fue determinado mediante el criterio de infor-
macion bayesiano (bayesian information criterion)
usando el modelo ML (Tamura 3-parameter) imple-
mentado en MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Los
valores de confianza fueron determinados mediante
1000 replicaciones de remuestreo (bootstrap).

Una secuencia consenso obtenida en este estudio fue
depositada en la base de datos GenBank con el si-
guiente numero de acceso: KY940658 (fragmento
ARNTr 18S de H. canis).

Resultados

En total se analizaron 163 ADNs extraidos de muestras
sanguineas (40 de CABA, 33 de Bahia Blanca, 15 de
Castelli, 27 de Salsipuedes, 40 de Merlo y 8 de San
Miguel).

El 2,5 % (4/163) de las muestras resultaron positivas
mediante la técnica de PCR. Los perros positivos
procedieron de Bahia Blanca (Buenos Aires) (12,1 %;
4/33).

Los cuatro productos amplificados pudieron ser
secuenciados, resultando en un 100 % de similitud
entre si y con distintos hallazgos de H. canis en perros
de Colombia (JN217101), Espaia (AY461378), India
(JN584477) y Taiwan (EU289222), 99,8 % con hallazgos
en perros de Tailandia (DQ519358) y Venezuela
(DQ439543), 98,4-99,7 % de Brasil (DQ198379,



EU571737, DQ198378 y KF972441), 99,5 % de
Venezuela (DQ439540) y 99,3 % de Sudan
(DQ111754). El arbol filogenético construido con el
fragmento del ARNr 18S se muestra en la Figura 1.

Discusion

Segun nuestro conocimiento, este es el primer analisis
filogenético de H. canis circulante en Argentina.

El nivel de infeccidn encontrado en nuestro estudio en
el area de Bahia Blanca (Buenos Aires), es similar a re-
sultados previos a nivel mundial, considerando la am-
plia variacion de las prevalencias existentes (Greene,
2012). La no deteccidn en las otras dreas puede impli-
car la necesidad de estudiar un mayor numero de
muestras, asi como la ocurrencia de distintas situa-
ciones eco-epidemioldgicas en las localidades mas pe-
quefias con caracteristicas suburbanas-rurales (Caste-
Ili, Salsipuedes, Merlo y San Miguel) y presencia de
otras especies de garrapatas. Por otra parte, no se de-
tectaron los géneros Babesia y Theileria en nuestro
estudio.

En Argentina, se ha sugerido que la hepatozoonosis
canina se encuentra en expansion (Vezzani et al.,
2017). Sin embargo, los estudios de la enfermedad a
nivel poblacional son escasos, Vezzani et al. (2017)
realizaron un amplio estudio sobre animales del sur
del Gran Buenos Aires, encontrando una prevalencia
de 2,3 % mediante observacidn microscopica de frotis
sanguineos; las demas publicaciones sobre el tema son
relatos de casos o series de casos, principalmente co-
mo resultado de hallazgos casuales (Ardoz et al., 2016;
Linares, 2011). Por otra parte, sélo dos estudios en Ar-

gentina utilizaron técnicas moleculares para el diag-
néstico (Ardoz et al., 2016; Eiras et al., 2007) pero no
existen secuencias disponibles de H. canis hallados en
Argentina en GenBank, con lo cual la diversidad filo-
genética de H. canis en nuestro pais permanece
practicamente desconocida, asi como tampoco se
puede descartar la circulacién en los perros de otras
especies de Hepatozoon.

La diversidad genética de H. canis reportada en perros
de todo el mundo varié entre 97 y 100 % para el ARNr
18S (Greene, 2012). En Argentina, Eiras et al. (2007)
indicaron que sus hallazgos fueron similares en un 99
% con H. canis, mientras que Ardoz et al. (2016) sélo
refieren que las secuencias permitieron determinar su
hallazgo como H. canis al compararlas con las secuen-
cias disponible en GenBnak pero no mencionan el por-
centaje de identidad. En nuestro estudio, la secuencia
del fragmento de ARNr 18S de H. canis fue idéntica a
secuencias de distintas regiones del mundo (inclu-
yendo Colombia), y similar a otras de paises sudame-
ricanos como Venezuela y Brasil. Sin embargo, excep-
tuando a Brasil, la informacion genética de H. canis
para Sudamérica es muy limitada. De todas formas, se
debe considerar que la comparacién fue realizada en
base a un pequefio fragmento génico (ARNr 18S), sien-
do necesario ampliar el estudio a otros genes para una
mejor caracterizacion y filogenia.

Las técnicas moleculares utilizadas en este estudio
permitieron la deteccién de H. canis en perros clinica-
mente sanos de Bahia Blanca, asi como el andlisis filo-
genético de los hallazgos. Es necesario estudiar un
mayor nimero de muestras de distintas areas del pais
para investigar la prevalencia de la hepatozoonosis
canina en nuestro pais, siendo fundamental el uso de
estas técnicas para caracterizar molecularmente los
hallazgos en casos clinicos de la enfermedad.

H. canis TWN1 / Taiwan (EU289222)
H. canis Spain 2 / Espafa (AY461378)
H. canis LaCONES / India (JN584477)

72| H. canis Thailand 1/ Tailandia (DQ519358)
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H. canis Venezuela 1 / Venezuela (DQ439543)

H. canis 7 | Bahia Blanca

H. canis HcDog1 / Brasil (KF972441)

H. canis dog-1 / Colombia (JN217101)

H. canis Dog-26 / Sudan (DQ111754)

H. canis Porto Alegre / Brasil (EU571737)

z H. canis 1 / Brasil (DQ198378)

H. canis 2 / Brasil (DQ198379)

H. canis Venezuela 2 / Venezuela (DQ439540)

0.005

H. felis LaCONES / India (HQ829438)

Figura 1: Arbol filogenético inferido por la comparacién de secuencias parciales de ARNr 185 de
Hepatozoon canis. Los numeros en los nodos son los valores de remuestreo. La barra de escala
representa la diferencia en nucledtidos de las secuencias. Los nimeros de acceso de GenBank

estan entre paréntesis. H.: Hepatozoon.
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