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RESUMEN
Revisores

Introduccidn: Las enfermedades caninas transmitidas por vectores constituyen un peligro

) 7 para la salud animal y humana. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la preva-

Centro Nac’or?al para la Pmducc'c,m lencia de patdgenos zoondticos (Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia
de Animales de Laboratorio. ! !

La Habana, Cuba burgdorferi sensu lato, Ehrlichia canis y Rickettsia spp. y no zoondticos (Hepatozoon canis y

Babesia spp.) en perros sin duefio de La Habana. Métodos: Se recolectaron muestras de san-

Marco Antonio Sudrez Tronco gre de 100 perros; se estudiaron los perfiles hematoldgicos y se detectaron los patégenos

Universidad Agraria de La Habana y por visualizacién de frotis sanguineos y PCR en tiempo real. Para determinar la prevalencia

Centro de /nveStfgagoOes para tel de infeccion por H. canis se estudiaron 80 perros mediante visualizacion de frotis sanguineo

Animal de la Ganadeijigr?rrgpljga(lj. y PCR en tiempo real. Para la deteccion de Babesia spp. Se estudiaron 60 perros, a los que se

Mayabeque, Cuba les realizd examen hematoldgico, frotis sanguineo y PCR. Resultados: Resultaron positivos

para al menos un patdgeno 85 perros, siendo E. canis el mas prevalente, seguido de A. platys

y Rickettsia felis, y el 36 % mostro coinfecciones. Todas las muestras fueron negativas para

A. phagocytophilum y B. burgdorferi s.|. Estos resultados constituyen el primer reporte de R.

felis en perros de La Habana, demuestran la alta prevalencia de patdgenos transmitidos por

garrapatas, con potencial zoondtico y constituyen el primer estudio donde se analizan las
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Editor  coinfecciones. EI 38 % de los perros sin duefio resultaron positivos por PCR a H. canis, y por
Lisset Gonzalez Navarro primera vez se realiza su caracterizacion molecular. Para Babesia spp., el 20 % de los perros
Academia de Ciencias de Cuba.  fueron positivos por PCR, lo que constituye la primera evidencia molecular de Babesia spp. en
La Habana, Cuba  herrog sin duefio de La Habana. En conclusiones, estos resultados son de gran importancia
para la vigilancia de las enfermedades transmitidas por vectores en perros, y demuestran la
Traductor  necesidad de estudios sobre la prevencion de la transmision y expansion de las enfermeda-
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Detection and molecular identification of tick-borne pathogens
in Havana, Cubandogs

ABSTRACT

Introduction: Vector-borne canine diseases are a serious danger to animal and human health.
The objective of the present study was to determine the prevalence of zoonotic pathogens
(Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi sensu lato, Ehrlichia
canis and Rickettsia spp.and non-zoonotic (Hepatozoon canis and Babesia spp.) in owner-
less dogs from Havana, Cuba.Methods: Blood samples were collected from 100 dogs and the
hematological profiles were studied andpathogens were detected by visualization of blood
smears and real-time PCR. To determine the prevalence of infection by Hepatozoon canis,
80 dogs were studied by visualization of blood smears andreal time PCR. For the detection of
Babesia spp., 60 dogs were studied, using hematological examination, blood smear visuali-
zation and PCR. Results: Eighty-five dogs were positive for at least one pathogen, being E.
canis the most prevalent, followed by A. platys and Rickettsia felis, and 36 % showed coinfec-
tions. All samples were negative for A. phagocytophilum and B. burgdorferi s.|. These results
constitute the first report of R. felis in dogs from Cuba, demonstrate the high prevalence of
pathogens transmitted by ticks, with zoonotic potential, and constitute the first study where
coinfectionsare analyzed. 38 % of the dogs were positive for H. canis by PCR and for the
first-time molecular characterization of H. canis was carried out in Cuban ownerless dogs and
20 % were positive by PCR for Babesia spp., which constitutes the first molecular evidence of
Babesia spp. in ownerless dogs fromCuba. Conclusions, these results are of great importance
for the surveillance of vector-borne diseasesin dogs, and demonstrate the need for studies on
the prevention of transmission and spread of the diseases they cause.

Keywords: canine vector-borne diseases; shelter dogs; real-time gPCR

INTRODUCCION también se ha identificado en un amplio abanico de hospe-
dadores, que incluye a los humanos, ademds de los perros. ©
Las infecciones por A. platys pueden llegar a ser graves o mor-
tales, sobre todo cuando hay coinfecciones con otros patége-
nos transmitidos por garrapatas, como E. canis. La presencia
de A. platys y E. canis ha sido descrita previamente en Cuba,
9 pero la informacion relativa a su prevalencia y diversidad
genética sigue siendo escasa.

La borreliosis de Lyme es la enfermedad zoondtica trans-
tando a humanos.” La infeccion por Anaplasma platys cau-  mitida por garrapatas mas prevalente en el hemisferio norte,
sa trombocitopenia ciclica infecciosa en perros. El patégeno  causada por Borrelia burgdorferi sensu lato. © La anaplasmo-

Las enfermedades caninas transmitidas por vectores
constituyen un peligro para la salud animal. Algunos patége-
nos causantes de estas enfermedades son de gran preocu-
pacion zoondtica y constituyen un grave peligro para la salud
humana en todo el mundo. M

Ehrlichia canis es el agente de la ehrlichiosis monocitica
canina en perros, lobos y chacales y se ha reportado infec-
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sis granulocitica humana es otra enfermedad transmitida por
garrapatas con importancia para la salud publica, causada
por Anaplasma phagocytophilum.

La rickettsiosis es una enfermedad ampliamente distri-
buida por todo el mundo; varias especies son patégenos zoo-
noticos emergentes o reemergentes transmitidos por artro-
podos hematofagos. )

La hepatozoonosis canina es una enfermedad proto-
zoaria transmitida por garrapatas y causada por Hepatozoon
canis y Hepatozoon americanum. Hasta la fecha, en Cuba solo
hay un breve informe sobre la deteccion por PCR de Hepa-
tozoon spp. en muestras de sangre de  perros, y no se ha
informado de la confirmacién de la especie, ni de su caracte-
rizacién molecular. ®

En Cuba, el género Babesia se ha informado en perros,
pero su diagndstico se ha basado en la observacion de sig-
nos clinicos, hallazgos hematoldgicos, observacion directa
mediante frotis de sangre y la deteccién de anticuerpos a
través de métodos seroldgicos. Gonzalez et al. © realizaron
la primera deteccion molecular de B. vogeli infectando ga-
rrapatas Rhipicephalus sanguineus s.|. colectadas de perros
con duefo y plantearon la necesidad de la deteccion de las
especies de Babesia infectando perros. El presente estudio
tuvo como objetivo determinar la prevalencia de patdgenos
zoondticos (Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum,
Borrelia burgdorferi sensu lato, Ehrlichia canis y Rickettsia
spp.) y no zoondticos (Hepatozoon canis y Babesia spp.)
transmitidos por garrapatas en perros sin duefio de La Ha-
bana.

METODOS

Diagndstico molecular, prevalencia e importancia
de los patégenos zoonéticos transmitidos por
garrapatas

Recogida de muestras y extraccion de ADN

Se tomaron muestras de sangre de un total de 100 pe-
rros seleccionados al azar de 10 municipios de la provin-
cia La Habana. La extraccion del ADN se realizé utilizando
el juego de reactivos Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, EE. UU.). Se extrajo una muestra de
hasta 10 garrapatas por perro infestado. La clasificacion ta-
xondémica se realizé segun la clave taxondmica descrita por
Estrada-Pefia et al. (19

Amplificacion y secuenciacion por PCR

Para verificar la presencia de ADN amplificable en las
muestras, se realizé un ensayo de gPCR en tiempo real para
el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh)
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(M Todas las muestras de ADN se analizaron mediante gPCR
en tiempo real utilizando los cebadores y sondas descritos
para A. phagocytophilum, (2 A. platys, 9 B. burgdorferi s.l., 09
E. canis 9y Rickettsia spp. ('®Se realizd la secuenciacion del
ADN en muestras seleccionadas al azar y se utilizaron en en-
sayos de PCR con cebadores especificos de género y especie
para Ehrlichia/Anaplasma spp. (gen ARNr 76S), (7 A. platys
(gen groEL), ® E. canis (gen gltA), 9y Rickettsia spp. (genes
ompA, ompB'y htrA) @9

Analisis de secuencias

Los productos de la PCR se purificaron y se clonaron uti-
lizando los reactivos pCR 2.1 de clonacion TOPO TA (Thermo
Fisher Scientific, Dreieich, Alemania) seguido de la transfor-
macion en células competentes Escherichia coli Top 10F'. El
ADN del plasmido recombinante se envid para secuenciacion
con cebadores universales del gen M13 (Microsynth, Balgach,
Suiza).

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante BLAST:
Basic Local Alignment Search Tool (http:/blast.nchi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). La traduccion tedrica de las secuencias de
nucledtidos a secuencias de aminoacidos se realizé con la
herramienta ExPASy translate (http://www.expasy.org) y las
secuencias de proteinas se alinearon con ClustalW, incluido
en el paquete BiokEdit v.7.0.0 (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA,
EE. UU.).

Analisis filogenético

El andlisis filogenético se realizé con el paquete de sof-
tware Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0
(MEGA7), @D utilizando el método neighbor-joining. Las se-
cuencias se alinearon utilizando MAFFT configurado para la
mayor precision y se identificaron las regiones conservadas.
@2 Tras la alineacion, las regiones ambiguas se eliminaron
con la versién 0.91 b de Gblocks ®® Para la construccién de
los arboles filogenéticos, se selecciond el modelo que me-
jor se ajustaba a la evolucion de la secuencia basandose
en el criterio de informacion de Akaike Corregido (cAIC) y el
criterio de informacién bayesiano (BIC) implementados en
MEGA7.

Andlisis de datos

Los datos obtenidos se compilaron y analizaron con el
software Excel 2016 (Microsoft Corporation, WA, EE. UU.), y el
andlisis estadistico se realizé con el software R. ¥ Las tasas
de prevalencia de A. platys, E. canis, Rickettsia spp. y coinfec-
ciones con intervalos de confianza (IC) del 95 % se calcula-

ron mediante un enfoque bayesiano basado en la distribucién
beta (s + 1; n-s + 1), donde s = positivos; n = animales ana-

lizados.
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Deteccidn y caracterizacion molecular de
Hepatozoon canis

Toma de muestras de sangre y examen microscopico

Se tomaron muestras de sangre total de 80 perros sin
duefios que vivian en diferentes lugares de La Habana. Se
prepararon 2 frotis sanguineos finos, se tifieron con Giemsa
@9 y se examinaron para detectar la presencia de gametos
de Hepatozoon utilizando un microscopio de luz (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Alemania), con lente de inmersién
en aceite a un aumento final 7000 X.

Extraccion de ADN y ensayos de PCR en tiempo real

El ADN se extrajo de sangre total utilizando el juego de
reactivos Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, WI, EE.UU.). Se realizd un ensayo de PCR en tiempo
real para el gen gapdh. ?® La presencia de ADN de H. canis se
evaluo mediante un ensayo de PCR en tiempo real con SBYR
Green. @7 Se utilizd como control positivo una porcién sinté-
tica de ADN de doble cadena (600 pb) del gen del ARNr 718 S
de H. canis (GeneArt String DNA, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, EE. UU.).

Secuenciacidn y analisis filogenético

Las muestras positivas a la PCR de H. canis con valores
de ciclo umbral (Ct) bajos se utilizaron para amplificar el gen
ARNr 78S (~1750 pb). ?® Se enviaron para la secuenciacion
automatizada (Eurofins, Toronto, Canada).

Las secuencias se enviaron a GenBank con los nime-
ros de acceso MN393910-MN393913 y se compararon con
secuencias del gen ARNr 78 S depositadas en el Gen Bank
utilizando la herramienta nBLAST. Para el analisis filogenéti-
co, las secuencias se alinearon con las secuencias conocidas
de Hepatozoon sp. utilizando MAFFT v.7 configurado para la
maxima actividad (MAFFT con ajustes por defecto). @ El mo-
delo de evolucién de la secuencia que mejor se ajustaba se
selecciond basandose en el criterio de informacion de Akaike
corregido (cAIC) y el criterio de informacién bayesiano (BIC),
tal y como se implementd en el analisis de genética evolutiva
molecular (MEGA) v.7.0.14. 9 Se eligié para la reconstruccion
del arbol el modelo de 3 pardmetros de Tamura. ¢V El arbol
filogenético se reconstruyd utilizando el método neighbor-joi-
ning (NJ) implementado en MEGA.

Andlisis estadistico

Todos los datos obtenidos se compilaron en el software
Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA). La con-
cordancia entre los resultados de frotis de sangre y la PCR
en tiempo real del gen ARNr 78 S se comprobd mediante la
estadistica kappa (k) basada en el esquema propuesto por
Altman et al. ®? La prevalencia observada, los estadisticos

kappa, los intervalos de confianza (IC) de 95 % y el andlisis
estadistico se realizaron utilizando el software R. ®¥ La prueba
U de Mann-Whitney se realizé utilizando la funcion mwu del
paquete sjstats v0.17.5 y el analisis de concordancia se reali-
z6 utilizando el paquete fmsb v0.6.3 del software R.

Ocurrencia de Babesia spp. en perros sin dueiio

Toma de muestras y extraccion de la sangre

Se colectaron muestras de sangre completa de 60 perros
sin duefio procedentes de 11 municipios de la provincia La
Habana. La sangre se obtuvo mediante puncién de la vena
yugular, por sistema de vacio (BD Vacutainer®), con 7,2 mg
de EDTA K2 como anticoagulante.

Colecta de garrapatas

De cada animal se extrajo, al menos, 10 de las garrapatas
presentes y se agruparon por especie, estadio y sexo. Para la
identificacion se empled la clave taxonémica publicada por
Nava et al. 3

Diagnéstico por frotis sanguineo

Las formaciones compatibles con Babesia spp. se iden-
tificaron como inclusiones intracitoplasmaticas, ubicadas en
los eritrocitos, en forma de peras, simples, pareadas o multi-
ples; segun lo descrito por Lempereur et al. ¢4 extracelulares,
segun Coralic et al. ©9

Extraccion y calidad del ADN

Para la extraccion del ADN se utilizo el juego de reactivos
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EE. UU.).
Para detectar la presencia de posibles inhibidores en el ADN
extraido, se amplificod un fragmento del gen gapdh (gliceralde-
hido 3 fosfato deshidrogenasa). ¢

Diagnostico de Babesia spp.

Se seleccionaron los cebadores descritos por Birkenheu-
er et al. ©® con los que se amplifica en un primer ensayo de
PCR el ARNr 18 S de Babesia y en un segundo ensayo de PCR
se amplifica una region de aproximadamente 340 pb dentro
de este gen. Los resultados del PCR se aplicaron en geles de
agarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EE. UU.) al 2 % en tam-
pon TBE 0,5X, se tifieron con Bromuro de Etidio (0,5 ug/mL) y
se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta Ma-
cro Vue (Pharmacia Biotech Inc., EE. UU.). En todos los casos
se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb (Prome-
ga, Madison, EE. UU.).

Analisis estadistico

Los datos se agruparon conformando una base de datos
en Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA). Se utilizé la prueba exacta de Fisher para determinar si
existia asociacion entre las variables infestacion por garrapa-
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tas y el sexo del animal, con la infeccion por Babesia spp. El
andlisis de los datos obtenidos se realizé con el empleo del
software R, Package stats version 3.6.0. ¥ con un 95 % de
intervalo de confianza (IC).

Consideraciones éticas

En todos los casos se emplearon los métodos de manejo
y sujecion correctos para el procedimiento. Las muestras se
colectaron por veterinarios clinicos, y se respetaron estricta-
mente las normas éticas y de bienestar animal de la Organiza-
cion Mundial para la Sanidad Animal.

RESULTADOS

Diagnéstico molecular, prevalencia e importancia
de los patégenos zoonéticos transmitidos por
garrapatas

De las 100 muestras de sangre, 85 (85 %; IC del 95 %:
77,88-92, 12) resultaron positivas para al menos un patoge-
no. E. canis fue el patégeno mas prevalente 62 % (IC 95 %:
52,32-71,68), seguido de A. platys 40 % (IC 95 %: 30,23-49,77)
y Rickettsia spp. 27 % (IC 95 %: 18,15-35,85). Los perros esta-
ban coinfectados mas frecuentemente por E. canis y A. pla-
tys en 28 (28 %; IC 95 %: 19,05-36,95), seguidos por E. canis
y Rickettsia spp. en 13 (13 %; IC 95 %: 6,29-19,71), A. platys
y Rickettsia spp. en 11 (11 %; IC 95 %: 4,76-17,24), y se de-
tectaron infecciones mixtas triples en 8 perros (8 %; IC 95 %:
2,59-13,41). Se observé infestacion por garrapatas en 57 de
los 100 perros muestreados. Todas se identificaron morfold-
gicamente como R. sanguineus (111 hembras, 131 machos 'y
6 ninfas). La presencia de garrapatas no se asocio estadisti-
camente con la aparicién de infecciones positivas a la PCR (p
= 0,115): E. canis (p = 0,269), A. platys (p = 0,268), Rickettsia
spp. (p = 0,814) y coinfecciones (p = 0,411).

El andlisis de las secuencias del gen del ARNr 76 S ob-
tenidas de los aislados cubanos de E. canis (1434 pb) y A.
platys (1431 pb) reveld identidades > 99 % con varias secuen-
cias de E. canis (LC269822, EF139459) y A. platys (EU106856,
CP000107) disponibles en el Gen Bank. Las secuencias de
nucledtidos obtenidas en el presente estudio no eran 100 %
idénticas entre si y pueden representar variantes locales que
existen dentro de la region estudiada.

Las secuencias obtenidas de E. canis-gltA fueron
100 % idénticas entre si'y a las secuencias notificadas de Chi-
na (CP025749), Filipinas (LC428206) y Zambia (LC373038),
mientras que, para A. platys-groEL, las secuencias fueron
100 % idénticas entre si y a las notificadas de la Republica
Democratica del Congo (AF478129), Japén (AY077621) y Ve-
nezuela (AF399916) Las secuencias de Rickettsia spp.-htrA
(434 pb) fueron 100 % idénticas entre si y mostraron > 99 %
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de identidad con las secuencias del gen del antigeno de su-
perficie de 17 kDa de los aislados de referencia de R. felis noti-
ficados en México (GU447234) y Estados Unidos (CPO00053).
Para las secuencias de los genes E. canis-gltA, A. platys-groEL
y R. felis-htrA no se observd ninguna variacion nucleotidica
entre los amplicones de PCR secuenciados.

El anélisis filogenético basado en las secuencias del gen
ARNr 76S se agrupo en 2 clados principales de Anaplasma
spp. y Ehrlichia spp. El arbol filogenético resultante reveld que
los aislados cubanos de A. platys y E. canis se agrupaban es-
trechamente con otras cepas de A. platys y E. canis notifica-
das en todo el mundo. El genotipo cubano de A. platys-groEL
se clasificd estrechamente en el cluster de A. platys agrupado
con otras cepas aisladas de diferentes especies hospedado-
ras de todo el mundo, con un valor bootstrap del 100 %. La
cepa cubana de E. canis-gltA se agrupo dentro del clado de
E. canis formado por cepas aisladas de diferentes especies
hospedadoras de todo el mundo, con un apoyo del 100 % del
valor bootstrap.

Deteccion y caracterizacion molecular de
Hepatozoon canis

El examen microscoépico de los frotis de sangre reveld la
presencia de gametos de Hepatozoon spp. en 8/80 (10,0 %;
IC del 95 %: de 4,80 % a 18,0 %) perros. Los andlisis por PCR
detectaron la presencia de ADN de H. canis en 38/80 (47,5 %;
IC 95 %: de 36,8 % a 58,4 %) muestras. Todas las muestras
positivas por microscopia se confirmaron como infectadas
por H. canis mediante PCR y secuenciacion de ADN. Se ob-
servd una concordancia “pobre” entre los resultados obteni-
dos por el examen microscopico y el PCR, con un valor k de
0,20 (IC 95 %: de 0,07 a 0,33). Las secuencias obtenidas para
los tres aislados de H. canis fueron muy similares entre si (de
99,3 % a 100 %) y > 99 % idénticas a las de los aislados de
H. canis de Republica Checa (KX712124), Brasil (AY461375y
Espafia (AY150067). El andlisis filogenético produjo un arbol
en el que los aislados cubanos de H. canis se situaron dentro
de un clado con un fuerte apoyo de bootstrap (93 %) que con-
tenia todos los demas aislados de H. canis con exclusion de
todas las demas especies del género.

Ocurrencia de Babesia spp. en perros sin dueifo

A la exploracioén clinica el 51,6 % animales (31/60) esta-
ban infestados con garrapatas. Se colectaron 69 garrapatas
adultas y 3 ninfas de Rhipicephalus sanguineus s.I. En 10 de
los perros donde se encontrd R. sanguineus s.l., también se
colectaron 15 garrapatas adultas y 2 ninfas de Rhipicephalus
microplus.

Se observé que 11,6 % animales (7/60) presentaron for-
maciones intraeritrociticas compatibles con Babesia spp. Se
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visualizaron microorganismos intraeritrociticos en forma de
pera en pares o simples. En un animal (1,6 %) se observaron
merozoitos extracelulares.

Como resultado del diagndstico molecular mediante
PCR, 20 % (12/60) de los animales resultaron positivos a la
presencia de Babesia spp, con una banda de 340 pb, lo que se
corresponde con lo descrito para este ensayo por Birkenheuer
et al. @ El estudio de asociacion entre el sexo de los animales
y la presencia de garrapatas con la infeccion por Babesia spp,
mostrd que no existe asociacion entre las variables evaluadas
para unvalordep = 1.

DISCUSION

Hasta donde los autores conocen, este es el primer estu-
dio dirigido a investigar los patégenos transmitidos por garra-
patas en perros sin duefio de La Habana. EI 85 % de los perros
resultaron positivos con los ensayos de PCR para al menos 1
de los patdgenos en estudio. Las infecciones detectadas tie-
nen un potencial zoondtico relevante, ya que se han notificado
infecciones humanas por E. canis, A. platys y Rickettsia spp.
en Venezuela, ¢ Granada ©® y Espafia, ¢ respectivamente.

En este estudio se observd una alta prevalencia de infec-
ciones mixtas; sin embargo, los perros no mostraron signos
clinicos consistentes con las infecciones por E. canis, A. pla-
tys y Rickettsia spp. La mayoria de los perros eran asintoma-
ticos, lo que puede reflejar la existencia de infecciones créni-
cas, subclinicas o leves que dificultan el diagndstico clinico de
los perros infectados.

Elandlisis filogenético, basado en las secuencias de ADNr
16 S, reveld que las cepas de A. platys y E. canis estaban es-
trechamente agrupadas con otras cepas de estos patogenos
aisladas de perros de todo el mundo. Se observo un perfil ge-
nético altamente conservado para las cepas de A. platys y E.
canis basado en el andlisis de las secuencias parciales de los
genes groEL y gltA, respectivamente. El andlisis de las secuen-
cias de los genes E. canis-gltA 'y A. platys-groEL realizado en 3
cepas cubanas reveld una identidad del 100 %, a pesar de que
las muestras analizadas se obtuvieron de zonas diferentes.
Los alineamientos de las secuencias y los arboles filogené-
ticos sugirieron una escasa diversidad genética y una evolu-
cion homogénea dentro de las cepas de A. platys y E. canis,
basandose en la estrecha identidad entre sus secuencias de
ADNr 16 S, groEL y gltA. Los resultados obtenidos concuerdan
con resultados anteriores sobre una ligera variacion genética
entre los genes secuenciados de diferentes cepas de A. platys
y E. canis. “0

No se identifico la presencia de ADN de A. phagocytophi-
lum'y B. burgdorferi s.I. en ninguna de las muestras de san-
gre analizadas. Estos resultados estan en consonancia con

la ausencia del principal vector de estos patdgenos, que son
garrapatas duras distintas de R. sanguineus, que nunca han
sido reportadas en Cuba. “?

De las 100 muestras, 27 resultaron positivas, en la gPCR
de deteccion de especies de Rickettsia, y el posterior analisis
de la secuencia identifico la presencia de R. felis, un miembro
del grupo de las Rickettsias de la fiebre manchada (SFGR),
por primera vez en perros de La Habana. Un estudio anterior
realizado por Noda et al. *? describi¢ la deteccion de “Can-
didatus Rickettsia amblyommii” en la garrapata Amblyomma
mixtum mediante PCR, lo que constituye el primer informe de
un miembro de la SFGR en Cuba. La alta prevalencia de R. felis
encontrada en los perros analizados pone de relieve la impor-
tancia sustancial de este patdgeno para la salud humana, ya
que la Rickettsiosis se ha convertido en un problema reemer-
gente en todo el mundo. Estos hallazgos indican la necesidad
de realizar mas estudios sobre la presencia de Rickettsia spp.
en R. sanguineus de Cuba.

En el presente estudio se informa por primera vez la de-
tecion de H. canis en perros sin duefios de La Habana. El exa-
men microscopico de los frotis sanguineos reveld una baja
incidencia de infecciones por Hepatozoon spp. (10 %) en la
poblacion de perros examinados. El ensayo de PCR en tiem-
po real del gen ARNr 78 S, reveld que el 47,5 % de los perros
estaban infectados por H. canis, demostrandose una escasa
concordancia entre ambas pruebas. Este resultado demues-
tra que el examen microscoépico de frotis sanguineos es un
método ineficaz, comparado con la PCR para la deteccion de
Hepatozoon spp. en animales infectados, conclusién inferida
por estudios anteriores realizados en otras regiones geogra-
ficas. ®)

La prevalencia de la infeccion por H. canis en perros sin
duefios en La Habana basada en la PCR fue similar a la de in-
formes anteriores basados en el analisis molecular en perros
domésticos de Brasil (53,3 %), ¥ Republica Checa (50 %), 4
e ltalia (57,8 %). 9 Sin embargo, la prevalencia de la infeccion
reportada para La Habana (47,5 %) fue mayor comparada con
la descrita en estudios realizados en Haiti (9,3 %) “” y San
Cristobal y Nieves (6 %). “® Las diferencias en la prevalencia
de H. canis pueden deberse a varios factores, como la distri-
bucion geografica y la densidad de poblacion del vector, las
condiciones climaticas, la metodologia de muestreo utilizada,
el estado inmunitario del hospedador y la poblacion canina a
la que se dirige. ¥

Los resultados de los analisis filogenéticos revelaron que
H. canis de los perros de La Habana pertenecia al mismo cla-
do que todos los demas aislados de H. canis, y con un apoyo
estadistico muy fuerte para la separacion de este clado de
todas las demas especies de Hepatozoon. El presente estudio
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proporciona la primera caracterizacion molecular de H. canis
en perros sin duefos de La Habana. Los resultados confirman
mediante PCR en tiempo real una alta prevalencia de H. canis
en perros de zonas urbanas de La Habana, Cuba. Son necesa-
rios mas estudios para determinar la prevalencia de H. canis
en diferentes poblaciones caninas y en vectores potenciales
de diferentes zonas geogréficas de Cuba.

En la deteccion de Babesia spp. el frotis sanguineo mos-
tré un bajo desempefio con respecto al PCR. Resultados simi-
lares fueron obtenidos por O'Dwyer et al, ¢ que reportaron
el 8 % de las muestras positivas por PCR y solo en el 2 % se
observaron los merozoitos de Babesia spp.

Singh et al. ®” no encontraron diferencias significati-
vas (p < 0,05) entre el sexo y la infeccion por Babesia spp. en
perros de la India. Estos autores plantean que existen otros
factores de riesgo como la edad (animales jovenes) y la épo-
ca del afio (verano) que si influyen de forma directa en la pre-
sencia de este patdgeno en perros.

En el caso de la infestacion por garrapatas, Galay et al.
(%2 reportaron que no existia asociacion entre esta variable
y la infeccién por Babesia spp.; sin embargo, los perros sin
duefio pueden ser vehiculos para las garrapatas, contribu-
yendo asi a la propagacion de las hemoparasitosis, por lo
que la prevencion de las enfermedades transmitida por ga-
rrapatas se logra eliminando la posibilidad de exposicion al
vector mediante un control activo del ambiente. Hasta donde
los autores conocen este es el primer estudio de deteccion
Babesia spp. en perros sin duefio de La Habana y demuestra
la necesidad de investigaciones futuras dirigidas a determi-
nar la especie, con estudios adicionales sobre los vectores
que la pueden transmitir.

Conclusiones

En el presente estudio se determind la prevalencia de pa-
tdgenos zoondticos y no zoondticos transmitidos por garra-
patas en perros sin duefio de La Habana. Estos resultados
constituyen el primer reporte de Rickettsia felis en perros sin
duefo y demuestran la alta prevalencia de patdégenos trans-
mitidos por garrapatas, con potencial zoondtico, teniendo en
cuenta, ademas las coinfecciones. Por primera vez se tiene
evidencia molecular de Hepatozoon canis y Babesia spp. en
perros sin duefio de La Habana.

Estos resultados son de gran importancia para la vigilan-
cia de las enfermedades transmitidas por vectores en los ani-
males de compafiia, y demuestran la necesidad de estudios
posteriores sobre la prevencion de la transmision y expansion
de las enfermedades que provocan, siendo de gran valor para
orientar medidas de prevencion y control dirigidas a evitar su
diseminacion.
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