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RESUMEN 

La babesiosis canina es una enfermedad producida por un parásito del 
género 8abesia, que ocasiona la destrucción de los glóbulos rojos, causando 
manifestaciones clin icas sistémicas que van desde leves hasta severas. El 
objetivo del presente trabajo fue determinar la seroprevalencia y la prevalencia 
de 8abesia spp. en caninos dentro y tuera del Valle Central de Costa Rica. 
establecer la presencia de 8abesia spp. en garrapatas, e identificar los factores 
de riesgo y las alteraciones en los valores hematológicos asociados a la 
babesiosis canina. 

Mediante lnmunofluorescencia Indirecta (IFI) se determinó una 
seroprevalencia de 8 . canis vogeli de 5% (24/453) a nivel nacional, 2% (5/253) 
dentro del Valle Central y 10% (19/200) fuera del Valle Central. Los caninos 
seropositivos presentaron trombocitopenia, monocitopenia y anemia (pS0.05) en 
comparación con los caninos seronegativos. Los siguientes factores se 
asociarona caninos seropositivos a 8abesia canis vogeli: vivir fuera del Valle 
Central, talla mediana, vivir con más de tres perros. grado de infestación con 
garrapatas, presencia de garrapatas y presencia de la especie Rhiphicephalus 
sanguineus s.I. y 1 de la especie Amblyomma ovale, presentar en el pasado 
anorexia, fiebre, debilidad, pérdida de pelo, problemas respiratorios y picazón y 
presentar fiebre en el examen objetivo general. 

Mediante PCR en tiempo real (qPCR) se determinó una prevalencia de 8 . 
canis vogeli global de 31 % (125/400), 21 %(47/220) dentro del Valle Central, y 
43% (78/180) fuera del Valle Central, mientras que un 30% (42/142) de 
garrapatas recolectadas sobre los perros resultaron infectadas, 41 de la especie 
R. sanguineus s.I. Los siguientes factores de riesgo fueron asociados a caninos 
qPCR positivos a 8. canis vogeli: vivir fuera del Valle Central, tener propietario, 
vivir con solamente una o con más de cuatro personas, y grado de infestación 
con garrapatas. Se identificaron 111 caninos con infección temprana, 7 caninos 
con infección activa y 12 caninos con infecciones pasadas. Se determinó que la 
PCR en punto final no fue especifica para identificar el género 8abesia en perros 
y sus garrapatas. Se estableció únicamente una especie de 8abesia presente 
en sangre de perros y sus garrapatas: 8. canis vogeli. 
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ABSTRACT 

Canine babesiosis is a disease caused by a parasite of the genus Babesia. 
This is characterized by the destruction of the red blood cells, resulting in mild or 
severe systemic manifestations. The following research is a study whose aim was 
to determine the seroprevalence and !he prevalence of Babesia spp in dogs 
inside and outside the Central Valley of Costa Rica. Also, !he presence of Babesia 
spp in ticks, the risk factors and the hematological alterations associated with 
canine babesiosis. 

lndirect lmmunofluorescence (IFI) determined a seroprevalence of 5% 
(24/453) of Babesia canis voge/i at national leve!, 2% (5/253) in the Central Valley 
and 10% (19/200) outside the Central Valley. Seropositive canines presented 
thrombocytopenia, monocytopenia and anemia (pS0.05). The following risk 
factors were associated with seropositive canines to B. canis vogeti: living outside 
the Central Valley, being of medium size, living with more than three other dogs, 
presenting degree of infestation with ticks, presenting ticks, presenting ticks of 
the species Rhiphicepha/us sanguineus s .J, presenting anorexia, fever, 
weakness. hair loss, breathing problems, itching in the past and presenting fever 
in the general objective exam. Real-time PCR (qPCR) determined a global 
prevalence of B. canis vogeli of 31% (125/400), 21% (471220) in the Central 
Valley, 43% (78/180) outside the Central Valley, while 30% (421142) of ticks 
collected on dogs were infected. 41 of them with the species R. sanguineus s.I. 
and 1 with Amblyomma ovale. The following risk factors were associated with 
canine qPCR positive 8. canis voge/i; living outside the Central Valley, having an 
owner, living with only one person, or more than four people, and degree of 
infestation with ticks. 111 canines were identified with early infection, 7 canines 
with active infection and 12 canines with past infections. 11 was determined that 
the endpoint PCR was not specific to identify the genus Babesia. Only one 
species of Babesia was detected in the blood of dogs and their ticks: B. canis 
vogeli. 
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1. Introducción 

1.1 Antecedentes y definición 

A finales del siglo XIX Sabes identificó microorganismos presentes en 

eritrocitos de ganado en Rumania como la causa de hemoglobinuria o la llamada 

fiebre roja del agua. Más tarde Sabes encontró organismos similares en 

eritrocitos de ovejas (Sabes. 1888). Estos agentes fueron seguidamente 

llamados Babesia bovis y Babesia ovis, respectrvamente, y el género fue llamado 

Babesia en honor a Sabes (Solano-Gallego y Saneth, 2011 ). 

En 1893 Smith y Kilbourne establecieron al Pirosoma como el agente 

causal de la fiebre del ganado de Texas, al cual se le llamó Babesia bigemina 

(Smith y Kilboume, 1893), un hallazgo significatrvamente histórico, debido a que 

este piroplasma fue el primer patógeno conocido de vertebrados transmitido por 

artrópodos (Hunfeld et al., 2008). 

Más de 100 especies de Babesia infectan un amplio rango de animales 

domésticos y silvestres, de las cuales principalmente dos especies se han 

asociado a la babesiosis humana, Babesia divergens y Babesía microti (Vannier 

y Krause, 2012; Solano-Gallego el al., 2016). 

La babesiosis es producida por un protozoario que pertenece al género 

Babesia, al phylum Apicomplexa. a la clase Piroplasmea y al orden Piroplásmida 

(Rodríguez-Morales, 2007; Solano-Gallego y Saneth 2011). La babesiosis en 

perros fue inicialmente encontrada en 1895 en Italia, donde los investigadores 

Piana y Galli Valerio observaron el parasito en la sangre de éstos (Piana y Galli

Valerio, 1895). La babesiosis canina se caracteriza por ta destrucción de los 

glóbulos rojos causando manifestaciones clínicas sistémicas que van desde 

leves hasta severas (Solano-Gallego y Saneth, 2011 ). 

1.2 Etiología, imporlancía y distribucíón de babesíosis en caninos 

Durante mucho tiempo se asumió la existencia de únicamente dos 

especies capaces de infectar a perros, una de gran tamaño y otra de pequeño 

tamaño, Babesia canis y Babesia gibsoni, respectivamente (Boozer y Macintire 

2003). La introducción de técnicas moleculares permitió el diagnóstico de nuevas 

especies, imposibles de determinar mortológicamente. De este modo, la forma 
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grande (8. canis), inicialmente se subdividió en tres subespecies: 8abesia canis 

vogeli, Babesía canis rossi y Babesía canís canis, posteriormente se descubrió 

otro piroplasma grande a la que se refirió como la forma grande Babesia spp. 

(Suárez-Rey et al., 201 1 ). B. canis vogeli, B. canis rossi y 8 . canis canis son 

idénticas morfológicamente pero se ha demostrado que presentan variaciones 

importantes en cuanto a los signos clinicos, la distribución geográfica, la 

especificidad vectorial y las características genéticas, por lo que actualmente se 

consideran especies separadas (Solano y Baneth 2011). 

Dentro de los pequel'ios piroplasmas, aparte de B. gibsoni, también se ha 

descrito a Babesia conradae (Kjemtrup y Conrad, 2006; Kjemtrup et al., 2006), 

8abesia microti-like (Zahler et al., 2000), a la cual también se le ha llamado 

Theileria annae (Zahler et al. , 2000; Camacho-Garcia, 2006). Estudios 

recientes proponen nombrar a T. annae y sinónimos como Babesia vulpes sp. 

nov. debido a que no presenta una fase en los leucocitos como Theileria y no 

infecta a humanos ni roedores como B. microti por lo que filogenéticamente se 

clasifica como una especie separada. Además, se nombra asi por su hospedero 

natural el zorro rojo Vulpes vulpes (Baneth el al., 2015). 

La distribución geográfica de estos protozoarios está limitada por los 

rangos ecológicos de sus garrapatas vectores. A excepción de B. gibsoni, cuya 

rápida y reciente distribución se le atribuye a la transmisión de canino a canino 

sin mediar un vector (lrwin, 2009), 8. canis rossi es transmitida por 

Haemaphysalis leachi y se encuentra en Suráfrica y el este de Sudán, y es la 

especie más patogénica cuando se compara con B. canis vogeli y B. canis canis. 

Por otra parte, la infección por B. canis canis es transmitida por Dermacentor 

reticulatus y se distribuye en Europa y Asia. La infección por 8. canis vogeli es 

transmitida por Rhipicephalus sanguineus sensu lato y está distribuida en el norte 

y sur de América, en Europa, en el este y sur de África, Australia y Japón (Solano

Gallego et al., 2008; Solano-Gallego y ·Baneth; 201·1). En el Cuadro 1 se detalla 

la morfología, la sinonimia, los vectores, el tamaño, la apariencia citológica, la 

distribución geográfica y la relevancia zoonótica de las diferentes especies de 

piroplasmas encontradas en perros (Solano-Gallego y Baneth, 2011; Suárez

Rey et al. ;1011 ). 
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En América Latina se han reportado casos de infección por diferentes 

especies de Babesia en perros. Un estudio llevado a cabo por Friche-Passos et 

al. (2005) determinó mediante caracterización molecular que en Brasil la 

babesiosis canina es causada por el protozoo B. canis vogeli. Además, Maia et 

al. (2007) determinaron una seroprevalencia de B. canis vogeli de 18.8% 

(951505). mediante el ensayo de inmunofluorescencia indirecto (IFI) en el estado 

de Minas Gerais de Brasil. 

En Buenos Aires de Argentina un estudio publicado por Eiras el al. (2008) 

indicó una prevalencia de 0.2% de caninos infectados con piroplasmas grandes 

de Babesia mediante observación directa de frotis sanguineos. En Venezuela, 

se estudiaron muestras de sangre de 134 caninos y se encontraron 2.24% 

caninos infectados con B. canis vogeli mediante la amplificación (PCR 

convencional) y secuenciación del gen ARNr 18S (Criado-Fornelio et al. , 2007). 

En Colombia, Vargas-Hernández et al. (2012) estudiaron caninos de las 

ciudades de Bogotá, Villavicencia y Bucaramanga, provenientes de albergues 

animales, clínicas veterinarias y perros usados para la detección de explosivos 

y reportaron una seroprevalencia de 8. canis vogeli de 51.6% mediante la IFI y 

un 5.5% de muestras positivas para Babesia spp. mediante la amplificación por 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional del gen ARNr (ARN 

ribosomal) subunidad pequeña. En Nicaragua, Wei et al. (2014), reportaron una 

prevalencia de 26% (10/39) de Babesia spp., 4 eran B. gibsoni y 6 B. canis 

vogeli. 

En Costa Rica se han reportado estudios sobre presencia y prevalencia 

de babesiosis bovina y equina (Hermans et al. , 1994; Pérez et al., 1994; Álvarez 

et al .. 1996; Pérez et al., 1996; Pineda, 1998; Posada, 2012; Shebish et al., 

2012). Recientemente, un estudio realizado por Rojas et al. (2014) indicó una 

prevalencia de un 8% (12/146) de B. canis vogeli en caninos de cuatro diferentes 

regiones de Costa Rica (San Ramón de Alajuela, Chomes de Puntare nas, Liberia 
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Cuadro 1. Morfologla, sinonimia. vectores, tamaño, apariencia citológica, distribución geogralica y relevancia zoon6tica de las 

diferentes espec19s de piroplasmas que infectan a la especie canina. 

......... Ytaor Tamallo ---fvnt) cflc'G 1 ta 11 o•aftc;a lOOll d17=• 
r - ..... --- ,._sJ_ 2..5 • 4.S .,_o.,. - -· --- --- 1 _, .. ,-$ - 'cww- ~UlllCIC9 -· -s.l ... _ -· .. -GtW* 

..... '*-n:tillt 
,_,,,,,,.._ 

2>5 -.ca 1191"oy -· ... _ -La-- No-
,.,._ .... o E .. oolOlb- --·-·- ,,,_.., 

~ -·-·• .. - .. ·-~· ..... ~ ffHmfP/oyso/f$ ""-"' .. 1• 3 • ~~~ -~no1<po .. raliCO HaM'tap/'lysaM bi,spno.sa., R -Sangu.il'INS S. l. 

B~t$11 'onrtcMt S.W&lf 010""1/ " -lnetns,l O.J.3 En lit'l!lol, (,;l1iNJT118 i'loconocldO 
gonot¡po c1hfom1ono ' tttrod•t o 

amtbolelt• 

Pequt'lo B&belll mk:to1• • '"""'-"• ennee txOdes nex~onus, htOde.s '• 2.S v-ntn!t ~IP1n• 1u.,Cll." .... ""'""""' 
~··/11) riem1,1s, R. sanpv/neus s.I. -· C<oada y l!ttado1 .. Vf1idol 
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de Guanacaste y Kékoldi de Limón), mediante la técnica de PCR convencional y 

PCR en tiempo real, identificando el gen ARNr 18S. Wei el al. (2015) realizaron 

un estudio en 40 perros sanos del noroeste de Costa Rica y encontraron una 

prevalencia de un 25% de Babesia spp. mediante PCR en tiempo real. Además, 

hallaron dos especies de Babesia, una de gran tamaño y una de pequeño 

tamaño, B. canis vogeli y B. gibsoni, respectivamente. 

No se han reportado hasta la fecha infecciones humanas con especies de 

8abesia que infectan a los perros y gatos, sin embargo, estos animales de 

compañia son fuente de infección de garrapatas para humanos (Lempereur el 

al., 2011 ). Hasta la fecha existe controversia sobre el potencial zoonótico de las 

especies 8. canis rossi, B. canis vogeli y 8. canis canis (Dantas-Torres y Aguiar, 

2006; Otranto et al., 2009). 

1.3 Transmisión y ciclo de vida del agente 

El ciclo de vida de Babesia consiste de tres fases : 1) la merogonia, 2) la 

gametogonia y 3) la esporogonia. La merogonia ocurre en el hospedador 

vertebrado (hospedador definitivo). Hospedador definitivo se define como un 

organismo en donde un parásito alcanza su completo desarrollo, estado adulto 

o fase sexual y es el encargado de brindarle al parásito alimento y protección. La 

gametogonia y la esporogonia se desarrollan en el vector (hospedador 

invertebrado, garrapata), que se define como un hospedador capaz de mantener 

un parásito, que en la mayoría de los casos no mostrará síntomas de la 

enfermedad, y que es capaz de transmitirlo (Figura 1) (Quirós-Romero , 2005; 

Chauvin et al., 2009). 

La ruta por la cual la mayoría de los perros son infectados con especies 

de Babesia ocurre cuando las garrapatas se alimentan de sus hospedadores 

caninos (Figura 1 ), momento en el cual se transmiten los esporozoitos en las 

glándulas salivales de las garrapatas al tejido subcutáneo y la sangre del 

hospedador (lrwin, 201 O). Una vez que los esporozoitos se encuentran en los 

eritrocitos, se inicia la merogonia, se diferencian en trofozoitos, los cuales se 

dividen asexualmente por fisión binaria en dos o algunas veces cuatro 

merozoitos. Los merozoitos salen del eritrocito e invaden nuevos eritrocitos, 
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continuando el ciclo de replicación en el hospedador. Unos pocos merozoitos 

cesan su división y se transforman en pregametocitos. Cuando los 

pregametocitos son tomados por las garrapatas, éstas se diferencian dentro del 

intestino en gametocitos, por lo que esta fa se se denomina ga metogonia. Unas 

pocas horas después de la ingestión, aparecen cuerpos elongados semejantes 

a rayos con forma de punta de flecha llamados cuerpos de rayo o Strahlenkorper, 

se cree que estos cuerpos son gametos. Seguidamente, en el lumen del intesiino 

los cuerpos de rayo se fusionan formando un cigoto diploide con una organela 

con forma de punta de flecha que facilita la penetración en la célula (lrwin, 2010; 

Montes-Farah et al., 2012; Schnittger et al., 2012). Una vez que los cigotos 

penetran las células, la organela con forma de punta de flecha se desintegra y 

los cigotos son transformados mediante meiosis en un estado móvil llamado 

ooq uinetos. los cuales esca pan del intestino e invaden los tej idos del cuerpo de 

la garrapata; la invasión del ovario en las garrapatas hembra resulta en muchos 

huevos infectados con Babesia (transmisión transovárica) (Chauvin el al .. 2009). 

El desarrollo posterior de Babesia se lleva a cabo mediante multiplicación 

asexual en la fase de esporogonia donde se desarrollan numerosos quinetos o 

esporoquinetos. La fase de esporogonia se desarrolla en cada fase del ciclo de 

vida de la garrapata (larvas, ninfas y adultos) y la infección pasa de un estadio a 

otro (transmisión transestadial). Algunos quinetos también invaden las glándulas 

sa livales de las garrapatas. Aquí el parásito forma un esporoblasto 

multinucleado. Nuevamente se desarrollan esporozoitos que serán inyectados 

dentro del hospedador con la saliva de la garrapata durante la alimentación con 

sangre del hospedador. Los esporozoitos representan la fase infecciosa del 

parásito, es decir, la forma en que éste se introduce en los hospedadores 

(Chauvin el al., 2009; Hunfeld el al., 2008). Otras vias por las cuales los perros 

se pueden infectar con Babesia son tas que ocurren como resultado de la 

transmisión transplacental de la madre a los neonatos y por la transfusión de 

sangre infectada (Jacoby et al., 1980; lrwin, 201 O; Herwaldt el al .. 2011 ). 
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Figura 1. Ciclo de vida general del género Babesia. 
La fase de merogonia en los hospedadores vertebrados es asincrónica y pueden aparecer vanos 
estadios de división al mismo tiempo en la sangre: formas anaplasmoi<:fes (aparecen justo 
después de la penetración en tos eritrocitos). rormas ovoides o redondeadas (trofozoitos). formas 
en división y merozoitos que resultan de la fisión binaria. los cuales tienen forma de pera y se 
unen por sus extremos puntiagudos. La rase de la gamogonia ocurre en las células del intestino 
de la garrapata. Los quinetos o esporoqtinelos ronnados por división asexual de ooquinetos 
ocurre en varios órganos de la garrapata (fase de esporogonia). La diferenciación final de 
esporozoitos ocurre en las glándulas salivales de la garrapata. Tomado de Chauvin et al .. 2009. 

1.4 Patogénesis y manifestaciones clínicas e.n caninos 

Los efectos de la enfermedad producida por el género de Babesia en los 

perros puede ir desde condiciones subclínicas a severas. e inclusive 

enfermedades fatales. La determinante crítica de esta patogénesis variable es la 

especie de piroplasma que infecta al animal. aunque otros factores. tales como 

edad o inmunidad del hospedero canino, así como, infecciones concomitantes 

pueden jugar un papel importante en la variabilidad de la patogenicidad de la 

enfermedad (Brandao et al .. 2003; lrwín. 2009; lrwin, 2010). La mayoría de 

caninos con babesiosis desarrollan anemia hemolítica y trombocitopenia junto 

con grados variables de apatía, letargia, anorexia, palidez de las membranas 

mucosas, hiperteimía, hemoglobinuria e ictericia, deshidratación, pérdida de 
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peso, dolor abdominal y sensibilidad de los rinones a las palpitaciones (Dantas

Torres y Aguiar, 2006; lonita et al .. 2012). 

La severidad de la anemia en babesiosis no es proporcional al grado de 

parasitemia, ya que, inclusive en el estado agudo de la infección éste 

generalmente permanece bajo. Se conoce que la presencia de una combinación 

de hemólisis extravascular e intravascular no solamente es resultado del daño 

directo inducido por el parásito en los glóbulos rojos, sino también por el 

incremento de la fragilidad osmótica de las células infectadas, por el daño 

mediado por inmunidad secundaria y por el daño oxidativo producto de ciertas 

toxinas hemolíticas en la membrana del eritrocito (lrwin, 2009; lrwin, 2010). 

Se conoce que B. canis rossi causa las manifestaciones más severas de la 

enfermedad, entre las especies de Babesia grandes que infectan perros. Los 

perros infectados con B. canis rossi pueden presentar manifestaciones clínicas 

que han sido categorizadas como: (1) no complicada o con una afectación no 

comprometida o relativamente comprometida del sistema circulatorio (con un 

buen pronóstico) o (2) complicada o con una circulación sanguínea 

comprometida (con un pobre pronóstico). Si en la enfermedad categorizada 

como con un buen pronóstico, la anemia es moderada o leve y no hay evidencia 

clínica de disfunción o daño de órganos, los perros son tratados con drogas anti

babesia (las más utilizadas son aceturato de diminaceno y el dipropionato de 

ímidocarb), y si es necesario también con transfusiones sanguíneas, usualmente 

recobran la salud y tienen una alta tasa de sobrevivencia. Por el contrario, en los 

casos categorizados con un pobre pronóstico y donde las manifestaciones 

clinicas son complicadas, se presenta daño de órganos caracterizada por 

anemia severa y hemoconcentración o disfunción de órganos; y se requerirá 

tratamiento intensivo en un centro de atención médico de emergencia veterinaria 

(Jacobson, 2006; Solano-Gallego y Baneth, 2011). 

Las manifestaciones clínicas que causa la enfermedad no complicada son 

fiebre, letargia, anorexia, palidez de las membranas mucosas y esplenomegalia. 

Entre las manifestaciones clínico-patológicas están anemia leve o moderada, 

fuerte respuesta inflamatoria, trombocitopenia, leucocitosis pigmentaria, 
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bilirrubinemia y bilirrubinuria (Reyers et al. , 1998; Solano-Gallego, Trolla et al., 

2008; Solano-Gallego y Baneth 2011 ). 

Entre las manifestaciones ciinicas presentes en la enfermedad complicada 

están: anuria, ictericia, hipotensión, síndrome de dificultad respiratoria aguda, 

vómito, diarrea, pancreatitis, mialgia, rabdomiolisis, ascitis, edema pulmonar, 

afectación renal y cerebral, manife.staciones hiperagudas y shock. Entre las 

manifestaciones clinicopatológicas se encuentran alteraciones respiratorias 

acido-base y metabólica mixta (acidosis metabólica y alcalosis respiratoria), 

azotemia renal, coagulopatía, coagulación intravascular diseminada (CID), 

anemia hemolitica inmunomediada, hipoglicemia e hiperlactemia (Leisewilz, et 

al. , 2001; Keller et a/.,2004; Jacobson, 2006; Solano-Gallego y Baneth, 2011). 

8. canís canís causa una enfermedad que va desde severa a leve, en la cual 

la parasitemia es a menudo baja y no está necesariamente correlacionada con 

la severidad de la enfermedad clínica. Los principales signos clínicos son fiebre, 

anorexia, letargia, deshidratación e ictericia. La mayoría de perros infectados con 

8 . canís canis presentan trombocitopenia severa a media, anemia regenerativa 

normocrómica y no normocrómica de moderada a leve, anemia regenerativa 

infrecuente, neutropenia, pigmenturia , bilirrubinemia y bilirrubinuria (debido a 

hemólisis) (Solano-Gallego et al., 2008; Solano-Gallego y Baneth, 2011). 

8. canis vogeli usualmente causa una enfermedad clínica, moderada, leve 

o subclinica, la cual a menudo acompaña a otras enfermedades o afecta a perros 

esplenectomizados. La anemia hemolitica severa o fatal es posible en perros 

jóvenes y cachorros. Se han encontrado perros adultos galgos en los Estados 

Unidos sero-reactivos para 8 . canis vogelí que son comúnmente categorizados 

como cl ínicamente saludables. Los principales signos clinicos encontrados en 

infecciones con B. canis vogeli son fiebre, letargia, anorexia e ictericia, y las 

anormalidades de laboratorio más importantes encontradas son anemia 

hemolítica regenerativa mediada por inmunidad, anemia no regenerativa, 

leucocitosis, leucopenia y trombocitopenia (Solano-Gal)ego y Baneth, 2011 ). En 

Costa Rica, Rojas et al. (2014) determinaron que el 100% de los perros 

infectados con 8. canís voge/i presentaron anemia, un 29% valores bajos de 
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empaquetado de volumen celular (PCV) y una asociación significativa entre la 

infección con el patógeno y la infestación con R. sanguineus s.I. 

1.5 Diagnóstico 

El diagnóstico de infecciones con Babesia se basa usualmente en la 

detección del parásito en frotis de sangre periférica teí'lida con el método de 

Giemsa o Wright (Dantas-Torres y Aguiar 2006; Oyamada et al., 2005; 

Skotarczak, 2007). Este método es ef más ampliamente usado como diagnóstico 

rutinario en medicina veterinaria, debido a que posee muchas ventajas, tales 

como simplicidad, alta especificidad y bajo costo (Dantas-Torres y Aguiar 2006), 

sin embargo, posee baja ·sensibilidad y requiere de un profesional con 

experiencia para diferenciar ent.re especies (Oyamada et al., 2005; Skotarczak 

2007). Otra desventaja que presenta esta técnica es que se necesita una alta 

cantidad de parásitos en fa sangre para que sea detectada, lo cual es solamente 

posible en casos agudos. En casos crónicos o subclínicos la confirmación 

parasitológica fundamentada en métodos basados en morfología no es posible 

(Dell' Porto et al., 19g3¡. Ademas, se debe poner especial atención en la fuente 

de sangre recolectada, ya que la sangre periférica es útil solamente para detectar 

especies como B. bigemina, Babesia divergens o B. gibsoni, las cuales no se 

adhieren al endotelio vascular. Las especies B. canis canis, B. canis vogeli y B. 

ca nis rossi se adhieren a las células del endotelio y su diagnóstico usando este 

método es solamente factible si la muestra de sangre es tomada directamente 

de sangre capilar de la oreja o de la piel de la cofa. ya que ésta contiene un alto 

porcentaje de eritrocitos infectados con esta especie (Mosqueda et al., 2012). 

Cuando el número de parásitos de Babesia en sangre es muy bajo para 

ser detectado, la búsqueda de anticuerpos en la sangre ha demostrado ser una 

herramienta confiable para identificar a los portadores infectados o animales 

previamente expuestos (Ristic y Sibinovic. 1964; Todorovic, 1975). Por lo tanto, 

los ensayos serológicos se utilizan para identificar perros portadores 

asintomáticos, diagnosticar infecciones crónicas e infecciones pasadas. El 

ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo inmunoenzimático 

ligado a enzimas (ELISA) son las técnicas más utilizadas, son altamente 
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sensibles y especificas para la detección de anticuerpos en caninos (Dantas

Torres y Aguiar 2006 ). 

La IFI es fácil de llevar a cabo, pero requiere una buena calidad del 

antígeno, lo cual, algunas veces es difícil de obtener. Además, requiere de un 

profesional experimentado y de un microscopio de fluorescencia, con esta 

técnica no se puede diferenciar entre especies de Babesia ya que se han 

reportado reacciones cruzadas (Goodger, 1971 ; Mosqueda et al., 2012). Cuando 

se procesan grandes cantidades de muestras de suero, IFI consume mucho 

tiempo, principalmente porque la lectura de cada muestra puede tomar varios 

minutos (Bose y Peymann, 1994). 

El método ELISA tiene 1 a ventaja de ser un ensayo no subjetivo, capaz de 

leer un gran número de muestras fácilmente y presenta una mayor especificidad 

que la IFI. Existen diversas versiones de ELISA desarrollada en laboratorios para 

detectar diferentes especies de Babesia, tales como B. divergens, B. bigemina, 

Babesia caballi, 8. bovis y B. canis (8. canis vogeli, 8. canis rossi y B. canis 

canis) (Purnell el a/., 1976; O'Donoghue et al., 1985; Weiland. 1986; Wallisbuhl 

et al., 1987; Furuta et al., 2009). En sus inicios el método ELISA usaba antígeno 

crudo purificado de sangre infectada, lo que ocasionaba mue.ha reacción cruzada 

(Morzaria et al., 1992). Actualmente se han desarrollado antígenos 

recombinantes que aumentan la especificidad al disminuir la unión y la señal 

inespecífica (Bose y Peymann, 1994; lkadai et al., 2000), como por ejemplo la 

metodología desarrollada por Fukumoto et a/. (2001) que detecta la presencia 

de anticuerpos contra Babesias permitiendo diferenciar entre sueros de perros 

infectados con 8. gibsoni y sueros de perros infectados con B. canis. 

Actualmente se cuenta con un ELISA comercial para detectar 8. canis (AFOSA, 

2017). 

Es importante señalar que después de la infección, se pueden presentar 

anticuerpos específicos contra el parásito por varios meses, o tales anticuerpos 

pueden tomar días o semanas para desarrollarse en un animal infectado. Por lo 

tanto, el valor diagnóstico del ensayo serológico es pobre en ausencia de signos 

clínicos y datos del historial clínico del paciente (Oyamada et a/., 2005; 

Mosqueda el al., 2012). En éste caso los métodos moleculares dirigidos a 
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detectar ácidos nucleicos han sido muy útiles. Técnicas moleculares, como la 

PCR y el análisis de secuencias. han sido usados para el diagnóstico laboratorial, 

para estudios epidemiológicos y análisis filogenéticos de 8abesia. Las ventajas 

de los métodos moleculares sobre el frotis sanguíneo son su alta sensibilidad y 

especificidad para la detección del patógeno de interés en sangre. Al usar esta 

técnica molecular se puede determinar y diferenciar entre diversas especies de 

8abesia (Oyamada el al., 2005). La primera detección de 8abesia mediante la 

técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue reportada en 1992 

para las especies 8 . bovis (Fahrimal el al., 1992), 8. bigemina {Figueroa el al .. 

1992) y 8 . microti (Persing e/ al.. 1992). Sin embargo. se le han realizado 

adaptaciones a esta técnica que han aumentado la especificidad, como por 

ejemplo la PCR anidada, en la cual dos pares de iniciadores son usados en dos 

amplificaciones de PCR sucesivas, y el segundo par es destinado para amplificar 

un blanco secundario que se encuentra dentro del primer producto amplificado. 

La PCR anidada es más sensible pero más costosa, consume más tiempo y el 

riesgo de autocontaminación es más alto que el protocolo de PCR de un solo 

paso. La PCR anidada ha sido efectiva para la detección de animales portadores 

infectados con 8 . bigemina y 8. microti, aunque la sensibilidad para detectar esta 

especies ha sido baja (Mosqueda et al., 2012). 

La PCR convencional y la PCR anidada son técnicas prácticas para 

detectar y diferenciar infecciones con Babesía spp y son herramientas sensibles 

para evaluar los resultados de un tratamiento (Birkenheuer et al., 2003; Duarte 

et al. , 2008). Algunos autores han propuesto a la PCR en tiempo real o PCR 

quantitativa (qPCR) como una metodotogia que podria remplazar la PCR de 

punto final (convencional y anidada) y los métodos de secuenciación en el 

diagnóstico. ya que permite detectar ADN especifico en una muestra, de forma 

aún más sensible. precisa y reproducible que el PCR de punto final (Costa et al., 

2012). 

La PCR en tiempo real o qPCR fue desarrollada en 1992 por Higuchi el 

al. Esta técnica está basada en la PCR convencional y se usa para cuantificar y 

amplificar moléculas de ADN o cADN (ADN complementario) (Kubista et al .. 

2006; Vinueza, 2009). La qPCR detecta una séñal fluorescente emitida durante 
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la reacción de PCR, indicando la producción de la secuencia que está siendo 

generada en cada ciclo (Mosqueda et al., 2012). El método de PCR de punto 

final como técnica analítica tiene algunas limitaciones, como por ejemplo que no 

es posible la cuantificación del agente, que consume mucho más tiempo al 

utilizar geles de agarosa, además, los resultados se basan en la discriminación 

por tamaños, lo cual puede ser no preciso y finalmente, que el proceso no es 

auto matizado. Una de las ventajas más importantes de la qPCR sobre la PCR 

punto final es su rapidez, además, de que los equipos utilizados permiten un flujo 

mucho mayor de muestras y de ensayos y al utilizar sistemas cerrados, el riesgo 

de contaminación disminuye de forma importante (Costa, 2004). 

La primer metodología de PCR en tiempo real reportada para la 

cuantificación de Babesia fue desarrollada en el 2003 y fue usada para detectar 

B. bigemina (Suárez et al., 2003). Se han publicado diversos protocolos para la 

cuantificación de diferentes especies de Babesia, tales como 8. canis canis, B. 

canis vogeli y Babesia microti, entre otros (Peleg et al., 2009; Mosqueda et al., 

2012; Rojas et al., 2014). 

La desventaja de esta metodología son los altos costos del equipo y de 

los reactivos, por lo que esta técnica es utilizada actualmente para fines 

investigativos y no para el diagnóstico rutinario (Mosqueda et al., 2012). En el 

presente trabajo se pretende utilizar la PCR punto final y qPCR. 

La mayoría de estudios utilizados para el diagnóstico, estudios 

epidemiológicos y análisis filogenéticos usan como base amplificaciones de 

regiones parciales del gen de ta subunidad pequeña del ARN ribosomal, debido 

a que este gen es altamente conservado, presenta variaciones mínimas en las 

secuencias de nucleótidos, posee una acumulación constante de mutaciones 

sobre la escala evolutiva y tiene una gran capacidad para distinguir entre 

diferentes especies. Diferentes regiones del gen de la subunidad pequeña del 

ARNr, han sido amplificados por PCR por ejemplo el gen ARNr 18S, el primer y 

el segundo espaciador transcrito (ITS1 e ITS2} y el gen 5.8S ARNr (Hillis y Dixon, 

1991; Zahler et al., 1998; Carret et al., 1999; Jefferies, 2006; Allsopp y Allsopp, 

2006). Sin embargo, es el gen ARNr 18S el más ampliamente usado para la 
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identificación de organismos pertenecientes a un género en particular (Allsopp y 

Allsopp, 2006). 

1.6 Justificación 

El género Babesia ha sido un patógeno de gran interés con un 

considerable impacto económico. por su gran habilidad para producir una 

importante morbilidad y mortalidad en especies de mamíferos domésticos 

(Schnitlger et al., 2012). 

La babesiosis es una enfermedad cuyo agente etiológico es el segundo 

parásito más comúnmente encontrado en la sangre de mamíferos, después del 

tripanosoma (Rodriguez-Morales, 2007; Solano-Gallego, et al., 2008; Schnittger 

et al., 2012), y cuyo rango de infección puede ir desde crónico o .. subclinico a 

hiperagudo y fatal, dependiendo de la patogénesis de la especie y de la 

susceptibilidad del hospedador (Schoeman, 2009). 

Recientemente la distribución de artrópodos vectores y los patógenos que 

ellos transmiten ha aumentado considerablemente alrededor del mundo, tal 

distribución se ha visto influenciada por varios factores como lo son cambios 

climáticos y ambientales, aumento del comercio internacional, transporte global 

más rápido y un aumento en la resistencia a medicamentos contra vectores y 

patógenos (Knols y Takken, 2007). 

Además de los reportes de babesiosis canina en los paises 

tradicionalmente considerados como endémicos y con casos autóctonos, se han 

reportado casos en muchas regiones que previamente habían sido consideradas 

libres de babesiosis canina. Por lo tanto, es importante estudiar la distribución de 

la babesiosis canina dentro de nuevas áreas geográficas, ya que esta 

enfermedad se considera .actualmente un problema veterinario emergente 

(Kubelová el al., 2013). La presente investigación aportará información relevante 

a médicos veterinarios de Costa Rica, que ayudará a la toma de decisiones para . . . . 
el abordaje y tratamiento de estas infecciones. 

Los estudios de garrapatas en caninos de América Central son pocos, sin 

embargo se reportan las siguientes especies de garrapatas de importancia para 

la medicina veterinaria presentes en el país: R. sanguineus s.I., 
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Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Amblyomma ovale, Amblyomma mixtum, 

Amblyomma maculatum, Amblyomma pecarium, Amblyomma oblongoguttatum. 

Dermacentor nitens e lxodes boliviensis (Álvarez 2003; Álvarez et al., 2006; 

Bermudez y Miranda 2011, Troyo et al .. 2012). 

R. sanguineus s.I .. además de ser la garrapata con mayor presencia en 

perros de Costa Rica, es la unica garrapata conocida presente en el país capaz 

de transmitir la babesiosis canina (Álvarez el al .. 2006, Troyo et al .. 2012). La 

garrapata R. sanguineus s.I. es considerada vector de B. canis vogeli, B. canis 

canis, B. gibsoni, B. conradae y B. microti like, tiene un comportamiento que 

puede clasificarse como endótilo u hogareño, vive predominantemente cerca o 

dentro de las casas de los humanos y es predominantemente encontrada en 

áreas urbanas y suburbanas. En algunos hábitats humedos puede ser exófila y 

puede asechar a sus huéspedes desde la vegetación (Gray, 2013). 

En Costa Rica a la fecha sólo existen dos estudios que reportan la 

presencia de especies de Babesia en sangre de caninos; uno fue realizado por 

Rojas et al. (2014) en cuatro localidades de Costa Rica y determinó una 

prevalencia de un 8% de 8. canis vogeli. La prevalencia reportada por regiones 

fuera del Valle Central fue de 21%, 8% y 2% en Chomes de Puntarenas (Pacífico 

Central) , Liberia de Guanacaste (Pacifico Norte) y Kékoldi de Limón (Región 

Huetar Atlántica), respectivamente. Sin embargo, en San Ramón de Alajuela 

(dentro del Valle Central) no se pudo determinar la presencia de B. canis vogeli, 

probablemente por un tamaño de muestra insuficiente (30 individuos). El otro 

estudio fue realizado en un pueblo de Guanacaste y se encontró una prevalencia 

de 25% de Babesia spp.: en 2 perros se determinó B. gibsoni y en 8 perros 8 . 

vogeli CNei et al. 2015). 

Estos dos ·estudios investigaron pocos caninos provenientes de muy 

pocas localidades de Costa Rica, además, no brindan información sobre la 

distribución de este agente en todo el país. Tampoco·generaron información 

sobre la seroprevalencia de Babesia ·en los caninos de nuestro país, ni 

determinaron la presencia de agentes babesiales en garrapatas de caninos de 

Costa Rica. 
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El presente trabajo es un estudio epidemiológico descriptivo transversal 

que pretende describir la prevalencia y seroprevalencia de Babesia spp. en 

perros dentro y fuera del Valle Central de Costa Rica. y establecer la presencia 

de Babesia spp. en garrapatas, además de identificar los factores asociados a la 

babesiosis canina. 

1. 7 Hipótesis 

Ho1 = No hay Babesía spp. en sangre de caninos dentro del Valle Central de 
Costa Rica. 

Ho2 = No hay BabeSia spp. en garrapatas de caninos dentro y fuera del Valle 
Central de Costa Rica. 

Ho3 =No hay diferencia en la prevalencia y seroprevalencia de Babesia spp. 
entre caninos dentro y fuera del Valle Central de Costa Rica. 

Ho4= No existen diferencias en las variables hematológicas de los perros 
positivos para Babesia spp., respecto a los negativos. 

Ho5 =No hay factores de riesgo asociados a Babesia spp en caninos. 

1.8 Objetivos 

1.8.1 Objetivo general 

Determinar la prevalencia, seroprevalencia y factores asociados a 
Babesía spp. en perros y sus garrapatas dentro y fuera del Valle Central de Costa 
Rica. 

1.8.2 Objetivos específicos 

1. Comprobar la presencia de anticuerpos contra Babesia spp. en caninos dentro 
y fuera del Valle Central de Costa Rica para deterrninar infecciones pasadas. 

2. Comprobar la presencia o ausencia de BabeSia spp. en sangre y garrapatas 
de caninos dentro y fuera· del Valle Central de Costa Ri.ca para determinar 
infecciones activas. 

3. Estimar la prevalencia de Babesia spp. dentro y fuera del Vallé Central ·de 
Costa Rica. 

4. Comparar los valores hematológicos de los caninos positivos y negativos para 
determinar los que se asocian con la presencia de Babesia spp. en Costa Rica. 
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5. Establecer factores asociados a seropositividad y posítividad a PCR de 
Babesia spp. 

6. Identificar las especies de Babesia spp. circulantes en garrapatas y sangre de 
caninos en Costa Rica. 
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2. Metodología 

2. 1 Tipo de estudio 

Se realizó un estudio epidemiológico de tipo observacional, transversal y 

descriptivo, en el cual se determinó la seroprevalencia de Babesia spp. en 

muestras de suero y la prevalencia de Babesia spp. en sangre y garrapatas de 

caninos dentro del Valle Central y fuera del Valle Central de Costa Rica. 

2.2 Procedencia, tipo y tamaño de la muestra 

La presencia, la prevalencia y la seroprevalencia de Babesía spp. se 

determinó a partir de un banco de AON de sangre y garrapatas de caninos. 

además de sueros de esos caninos, que se encontraban en la Escuela de 

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. Se util izaron muestras de AON 

de sangre de caninos, grupos de ADN de garrapatas y muestras de sueros. Tales 

muestras se recolectaron en 15 parques recreativos de Costa Rica, en su 

mayoría ( 407) en el periodo de junio del 201 1 a setiembre del 2012 (Barrantes

Gonzalez et al., 2016) y algunas (68) en mayo del 2014. Se contó con 

información del origen de los perros a nivel de cantón. 

Según List (2009), en Costa Rica, existe una tasa de 1,56 perros por hogar 

en estratos bajos y 1,65 por hogar en estratos altos. En Costa Rica. para el 2011, 

había un total de 1 211 964 viviendas ocupadas. 62% se concentraron en la 

región central y 38% fuera de la región central (INEC, 2012; Fuprovi. 2012; 

Fornaguera, 2013). Tomando un promedio de 1,6 perros por vivienda, se obtiene 

que en Costa Rica viven 1 939 142 perros. Se calculó la cantidad de perros a 

analizar dentro y fuera del Valle Central tratando de respetar la proporción de 

viviendas, y por consiguiente, la de perros reportados en cada provincia. sin 

embargo la realidad del muestreo en cada lugar marcó algunos cambios en la 

proporción final. 

Para estudiar los caninos dentro del Valle Central se calcularon dos 

tamaños de muestras, uno para detenninar presencia o ausencia de Babesia 

spp., y otro para determinar la prevalencia de Babesia spp. Para determinar la 

presencia o ausencia de Babesia spp. en caninos dentro del Valle Central se 

analizaron 299 individuos, esto calculado sobre una población de 1 millón de 
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perros, para encontrar un minimo de un 1% de prevalencia (se utiliza un 1 %, 

porque no se ha encontrado aún Babesia spp. en caninos dentro del Valle 

Central, por lo tanto, debe considerarse como si la prevalencia fuera de al menos 

un 1%) y un 95% de confianza. Para determinar la prevalencia de Babesia spp. 

dentro del Valle Central, se analizaron 169 individuos, sobre una población de 1 

millón de perros, para encontrar un mínimo de un 1% de prevalencia con un error 

de 1.5% yun 95% de confianza. Para estudiar los caninos fuera del Valle Central, 

fue necesario calcular también dos muestras diferentes, una para determinar 

presencia o ausencia y una para determinar prevalencia. Para determinar la 

presencia o ausencia de Babesia spp. fuera del Valle Central se analizaron al 

menos 59 individuos, esto sobre una población estimada de 40000 perros fuera 

del Valle Central, y para encontrar un mínimo de un 5% de prevalencia (se util iza 

5% y no un 1%, porque Rojas et al. (2014) reportaron una prevalencia de un 8% 

fuera del Valle Central de Costa Rica) (95% de confianza). Para determinar la 

prevalencia se analizaron 176 individuos, sobre una población de 40000 perros. 

para encontrar un 8% de prevalencia (Rojas et al., 2014) y un error aceptado de 

4% (95% de confianza). 

La información para el análisis de los factores asociados al agente en estudio, 

se tomó de una encuesta realizada al propietario de cada uno de los caninos 

participantes en el estudio. Se recolectaron datos de procedencia, sexo. edad en 

años, raza, talla, largo del pelo, estatus de pertenencia, si vive dentro o fuera del 

hogar, número de personas con que convive, oonvivencia oon otros perros. 

pérdida de pelo, presencia y control de ectoparásitos y frecuencia de visitas a los 

parques recreativos. Además, se preguntó, al propietario, si alguna vez había 

observado signos clínicos sugestivos de Babeslosis en su perro (anorexia, fiebre, 

debilidad, depresión, hematuria, problemas para caminar, problemas 

respiratorios y diarrea). También se analizaron los datos incluidos en la ficha 

clinica que se obtuvo de cada animal, después de la evaluación Clínica: condición 

corporal. acti\ud, color de las mucosas, hematuria, alopecia, llenado capilar y 

temperatura. 

A cada una de tas muestras de sangre de caninos se les realizó además un 

frotis sanguíneo y un hemograma completo (hematocrito, hemoglobina, CHCM 
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[Concentración de hemoglobina corpuscular media], plaquetas. leucocitos, 

neutrófilos bandas, neutrófilos segmentados, eosinófilos, basófilos, linfocitos y 

monocitos). Todas estas observaciones fueron incluidas en una base de datos, 

de la cual se tomó la información para realizar los análisis en el presente estudio 

La extracción del ADN de la sangre de caninos se realizó mediante el Kit 

comercial "Wizard Genomic de PROMEGA®", una vez extraído, se guardó a -

20ºC. Las garrapatas se recolectaron en alcohol al 70% hasta su clasificación 

por especie, sexo y estadio. Seguidamente se les extrajo el ADN utilizando el Kit 

comercial "DNeasy Blood and Tissue kit• de QIAGEN ® y se almacenaron a -

20ºC. Para la extracción del suero se utilizó sangre completa sin anticoagulante, 

se centrifugó a 10000 g por 10 minutos y se guardó a -20ºC. 

2.3 Diagnóstico sero/ógico 

Para la detección de lnmunoglobulinas G (lgG) contra Babesia spp. en 

suero de perros se utilizó el kit de IFI de Megacor (MegaScreen® Fluo BABESIA 

canis). Para realizar el ensayo se siguieron las indicaciones del fabricante. Las 

láminas consistían de 12 pocillos que contenían eritrocitos de caninos fijados, los 

cuales estaban infectados con Babesia y contenian el merozoito citoplasmático 

característico. Los sueros caninos a evaluar se diluyeron 1 :32 en buffer PBS, pH 

7.4, y se añadieron 10 µI de cada suero a los pocillos. En cada lámina se incluyó 

un control positivo y un control negativo y se incubaron en cámara húmeda a 

37ºC, permitiendo la reacción de los anticuerpos del canino con el antígeno de 

Babesia. Seguidamente, se procedió a lavar cuidadosamente las láminas con 

Buffer Fosfato Salino (PBS) para remover las proteínas del suero sin reaccionar, 

se añadió una gota del conjugado anti-canino lg-G fluoresceína a cada pocillo. 

Las láminas se incubaron de nuevo en la oscuridad en cámara húmeda a 37ºC 

durante 30 minutos, posteriormente se lavaron. Las reacciones se visualizaron 

usando un microscopio de fluorescencia. Pocillos donde se observó merozoitos 

verdes fluorescentes fuertemente' definidos dentro del citoplasma de eritrocitos 

infectados en cada campo se consideraron positivos. Sueros positivos en la 

dilución 1 :32 se volvieron a someter a la IFI con diluciones seriadas sencillas de 

1 :64 hasta 1 :4096, para determinar el título final. Se reportaron como positivos 
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para anticuerpos contra B. canis vogeli aquellos sueros que presentaron 

merozoitos verdes fluorescentes a diluciones iguales o mayores a 1 :32. Se 

reportaron como títulos bajos titulos entre 1 :32 y 1 :164 y como ti tu los altos 

aquellos mayores o iguales a 1 :128. 

2.4 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

2.4.1 PCR punto final para Babesia spp. en sangre y garrapatas de 
caninos y secuenciación 

La cantidad y calidad del ADN de la totalidad de las muestras de sangre y 

garrapatas se verificó midiendo la absorbancia a 260nm. Todas las muestras 

mostraron cantidad de ADN total necesario (40 nglµI) para ser analizadas 

mediante PCR. Para determinar la presencia de Babesia spp. se utilizó el 

procedimiento de PCR descrito por Foldvári el al. (2005). Se amplificó una región 

del gen ARNr18S de aproximadamente 450 pb de Babesía spp .. utilizando los 

iniciadores PIRO·A1 (sentido) y PIRO-B (antisentido). El iniciador PIRO·B fue 

descrito previamente por Olmeda el al. (1997) y el iniciador PIRO·A 1 fue 

diseñado por Muhlnickel et al. (2002) para amplificar la mayoría de especies de 

Babesia (Cuadro 2}. 

Se preparó una reacción con Dream Taq PCR Master Mix 2X (Thermo 

Scientific rM, Waltham. USA), 1 µI de cada iniciador (10 uM), 5 µI del ADN extraido 

(40 nglµI) y 5.5 µI de agua grado biologia molecular (Therrno ScienlificTM, 

Waltham, USA}, para un volumen final de 25 µl. Las condiciones de la PCR 

fueron las siguientes: una desnaturalización inicial a 94ºC por 5 min.; 40 ciclos 

de desnaturalización a 94°C por 30s, de alineación a 60°C por 30s y de 

extensión de 72°C por 1 min. Se llevó a cabo un paso de extensión final a 72°C 

por 15 min y por último se mantuvieron las muestras a 4°C. Como control posilivo 

se utilizó ADN de B. canis vogeli, donado por el Dr. Gad Baneth. de la 

Universidad Hebrea de Jerusalem. Las muestras amplificadas fueron separadas 

con un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 1 x (Tris Base, Ácido Bórico, 

EDTA pH 8, 0.5 M), teñidos con GelRed™ (Nucleic Acid Gel Stain, Biotium) y 

corridas en una cámara de eleclroforesis a 100 voltios durante 35 min. El 

marcador de peso molecular utilizado fue Thermo Scientífic'" GeneRuler 100bp 
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Plus DNA Ladder (Sm243). Muestras que mostraron bandas de tamaño de 

450pb se consideraron positivas. 

Las muestras que resultaron positivas se sometieron a una segunda 

amplificación de acuerdo al procedimiento descrito por Zahler et al. (2000), 

amplificando un fragmento de 1600 pb del ARNr 18S empleando los iniciadores 

RIB-19 y RIB-20 (Cuadro 2), los cuales están localizados en el extremo 5' y 3' de 

la subunidad pequeña del gen, respectivamente. Se preparó una reacción con 

12.5 µI de Dream Taq PCR Master Mix2X (Thermo Scientific™, Waltham, USA), 

1,5 µI de MgCl2, 0,5 µI de cada iniciador (50 uM), 2,5 µI del ADN extraído (40 

ng/µI) y 7,5 µI de agua grado biología molecular (Thermo Scientific'". Waltham. 

USA), para un volumen final de 25 µl. Las condiciones de la PCR fueron las 

siguientes; una desnaturalización inicial a 95ºC por 5 min. seguido por 30 ciclos 

de una desnaturalización a 95ºC por 60s. una alineación a 54ºC por 60s y una 

extensión a 72ºC por 90s. Se realizó un paso de extensión final a 72ºC por 1 O 

min. Se utilizó el mismo control positivo descrito arriba y las mismas condiciones 

para la separación de los productos amplificados mediante electroforesis. 

Muestras que mostraron bandas de tamaño 1600pb se consideraron positivas. 

Muestras positivas en alguno de los dos PCR convencionales y en las cuales 

se obtuvieron al menos 50ng/µL se enviaron para su purificación y secuenciación 

a MACROGEN. lnc. (Seoul. Korea). Las secuencias de las muestras se alinearon 

con el programa Bio Edit Sequence Aligment Editor® (Hall, 1999) y se 

compararon mediante el algoritmo BLASTn® 2.2.28 con la base de datos del 

NCBI (Nacional Center for Biotechnology lnformation). Las secuencias de 

1600pb del ARNr 18S se utilizaron para la construcción del árbol filogenético y 

para analizar las relaciones de filogenia con otras secuencias depositadas en 

GenBank® e identificar asi las especies de Babesia spp. circulantes en 

garrapatas y sangre de caninos. 

2.4.2. qPCR para B. canis vogeli en sangre y garrapatas de caninos 

Se amplificó una región del gen ARNr18S de aproximadamente 102 pb. 

utilizando los iniciadores indicados en el Cuadro 2, y siguiendo el procedimiento 

descrito por Vilhena et al. (2013) con las siguientes modificaciones: 
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Se preparó una reacción con 12 µI de Maxima SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix (2X) (Thermo Scientific), 1 µI de cada iniciador (1 O uM), 5 µI del ADN 

extraido (40 ng/µI) y 1 µI de agua grado biología molecular (Thermo Scientific), 

para un volumen final de 20 µl. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 

un ciclo de 50"C por 2 min; un ciclo de 95°C por 1 O min, seguido por 40 ciclos de 

95ºC por t 5s y de 60ºC por 1 mín. Por último, se mantuvieron las muestras a 

4°C. 

Para determinar la eficiencia de este método se elaboró una curva 

estándar con 5 puntos por triplicado con las siguientes diluciones: 1:1, 1:10, 

1:100, 1:1000 y 1:10000. Se utilizó una muestra positiva a Babesia spp. y a 

B.canis vogeli en PCR en punto final y en qPCR, respectivamente. Para evaluar 

la especificidad de la técnica se adicionó un análisis de curva de disociación al 

final de la corrida. Se consideraron muestras positivas aquellas en las que se 

obtuvieron valores del Ciclo umbral (Ct) entre 15 y 33. 

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en el estudio para determinar Babesia spp. y 
B. canis v'llJe/i. 

l ongitud Referencias 

G•n Iniciador Seeucne'3 dtl iniciOOor 
del 

Agente fr•gmento a 
ampliftcar 

SentiCIO 
5· ·AGGGAGCCTGAGAGACGGCTACC·3· 

(PIRO-Al) Fólctviiñ et at. 
450pó (2005). 

Arititantido 
5'· • TT AAA TACGAA TGCCCCCAAé-3' 

(PIR0-3) 

Babesio 

spp. 
Se-otldO 
(Rl819) 

5'-CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC·3' 

ARNt18s 1600 pb Zahler et al. (2000) 
MtiSentido 

5'-CCGAA TTCCTTGTT ACGACTTCTC·3' 
(Rl820) 

Sentido S'·CATTCGTTTGGCTTTTTCGAG-3' 

102 Vilhena ot al. 
B. canis AntiSentido 5'.CCATGCTGAAGT ATTC AAGACAAAAGT-3' (2013) 

w>gelí. 

2.5 Análisis estadístico 

Los resultados de la IFI, de los PCR y de la secuenciación se digitaron en 

una base de datos en_ excel que contenía los datos de la encuesta. la ficha clínica 

y los valores hematológicos. 
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Para alcanzar el objetivo 4 se comparó por medio de la prueba de t-student 

los valores hematológicos para cada grupo, negativo y positivo, se consideraron 

diferencias estadísticamente significativas en aquellos valores con un pS0,05. 

Para alcanzar el objetivo 5 se realizó el análisis de los factores asociados a 

seropositividad y a positividad a B. canis vogeli. Este análisis se realizó por medio 

de la prueba de regresión logística. se estimó el riesgo mediante la razón de 

posibilidades (odds ratio, OR}, se consideraron factores asociados aquellos con 

un ps0,05. Se rea lizó un análisis multivaríado, sin embargo, no hubo 

convergencia en los análisis, por lo que no fue posible obtener resultados válidos . 

. . 
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3. Resultados 

3.1 Población analizada 

Se analizaron muestras de un total de 490 perros, 278 (56,7%) dentro del 

Valle Central y 212 (43,2%) fuera del Valle Central (Cuadro 3). De estos perros 

se analizaron 453 sueros en IFI para 8. canis. 475 extracciones de ADN de 

sangre en PCR punto final para Babesia spp., y 400 muestras en qPCR para B. 

canis voge/i. Además, se analizaron 166 y 142 extracciones de ADN de grupos 

de garrapatas recolectadas de los caninos. en PCR en punto final y en qPCR, 

respectivamente. 

Las características de la población canina que se usó para- este trabajo, 

dentro y fuera del Valle Central, tales como sexo, edad, talla, largo del pelo y 

raza. se muestran en el Cuadro 4. Los factores asociados analizados en la 

población canina dentro y fuera del Valle Central como lugares de residencia, 

cantidad de personas y perros con los que que habita el perro. presencia, grado 

de infestación y tratamiento contra garrapatas. presencia de la garrapata R. 

sanguinevs s.I. como frecuencia de visitas a parques recreativos se detallan en 

el Cuadro 5. Un total de 446 perros contaban con propietario mientras que 44 

perros (31 dentro y 13 fuera del Valle Central) se encontraron deambulando en 

los parques, por lo que de estos animales solamente se obtuvo información del 

examen objetivo general y de las muestras analizadas. 
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Cuadro 3. Cantidad de perros analizados dentro y fuera del Valle Central por 

provincia. cantón y región 

Cantida d Total de 
Cantidad de perros por cantidl"d Cantidad de 

de perros J>C"O$ por 
región •• muestras de 

Provincia Cantón por e.antón p rovlncla OcntrOdc-1 Fvora dtl mut-Stt3$ AON de 
(%) ('!.) vano Central vanc Ccntr:tl de svero sangre(%} 

C%l ""' (%) 

A13juellt3 • (0.8) • (o.8) 3 (o.6) 4 (0.8) 

Asérri 19(3.8) 19(3.8) 17(3.7) 19 (4.0) 

Curridabat 2(0.4) 2 (0.4) 1 (0.2) 2 (0.•) 

Oes.3mparad0s 5•(11.0) 54(11,0) 51 (11.2) 54 (11.3) 

Escwl 12 (2.4) 12(2.4) 12(2.6) 12 (2.5) 

Mot11es de °'ª 2 (0.4) 2(0.4) 2 (0.4) 0(0) 

~n)O$é Mo,_ 24 (4.8) 
189 (38.S) 

24 (4.8) 23 (5.0) 22 ( 4.6) 

Motavf,a 1 (0.2) 1 (0.2) 1 (0.2) 1 (0'.2) 

San José 59(12.0) 59(12.0) 52 {1 1.4) 57 (12.0) 

S<tnta Alllil 2 (0.4) 2 (0.4) 2 (0.4) 2(0.4) 

TI Ns 7 (1.4) 1 (1.4) 5 ( 1.1) 7 (1.4) 

Va.squez: d& 
C0t0nado 3 (0.6) 3(0.6) 3 (0.6) 3 (o.6) 

Ata}ue!a 24 (4.8) 24(4.8) 22 ( 4.8) 23(4.8) 
Alajuela 42 t8.5) 

S:.'tn Carlos 18 (3.6) 18 (3.6) 16 (3.5) 17 (3.5) 

Herodia 8(1,6) 8 (1.6) 8(1.7) 8 (1.6) 

San Pa'o!o 2 (0.4) 2 (0.4) 2 (0.4) 2 (0.4) 
Hl!fed1a 3 1 (6.3) 

San Rafael 18(3.6) 18 (3.6) t1 (3 7) 16{3.8) 

S...., 0-ongo 3(0.6) 3(0.6) 3 (0.6) 3 (0.6) 

Con•go 25(5. 1) 25 (5.1) 21 (4.6) 25 (5.2) 

El Gua:rco 4 (0.8) 
C~~agO 34(6.9) 

4(0.8) 4 (0.8) 3 (0.6) 

la Union 2 (0.4) 2 (M) 2(0.4) 2 (0.4) 

Ofeamuno 3 (0.6) 3(0.6) 2 (0.4) 3 (0.6) 

Goir.to 33(6.7) 33 \6.7) 32 (7.0) 33 (6.9) 
Pu!'lt3íehaS 63 (12.8) 

G3t3bito 30(6.1) 30(6.1) 29 (6.4) 27 (S.6) 

Liberia lS(7.I) 35(7.1) 35 (7,7) 35 (7.3) 
Guanacane 78(1>.9) 

Cañas 43 (8.7) 43(8.7) 42(9.2) 41 (8.6) 

~imón 27 (5.5) • 
Limón S3(10.8) 

27 (5.5) 25 (5.5) 27(5.6) 

Pococi 26(5.3) 26 (5.3) 21(4.6) 25(5.2) 

Tot~I 490 (100) 490 000) 278(56.7) 212 (43.2) 4S3 000) 47$ {100} 
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Cuadro 4. Características de la población canina analizada dentro y 

fuera del Valle Central. 

Cantidad de Cantidad de 

Carocterístlca Es.trato perros denlJo 
% 

perros (uéfa ... del Valle del vane 
Central Cenltal 

Hembra 130 46.8 119 661 
Sexo Mod>O 148 63 2 91 42,9 

No<-strado o o.o 2 0.9 
local 278 100.0 2 12 1000 

0-1 14-0 50 4 n 36.3 

Edad en -'"°$ 2·7 "º 39.6 115 54.2 
8·15 28 10.1 16 75 

No -....1s.trado o o.o • 1.9 
ToW 278 100.0 212 100.0 

p . • 71 25.S 32 15.1 

r ... Medianos 201 12,0 110 51.9 
Glandes. 6 2.2 2 0.9 

No f11>1nlSlrado o o.< G8 32.1 
Tolal 278 10().() 2 12 100.0 

Co<10 184 66.2 121 57. 1 
l argo del pelo Latno 9< 33.8 23 10.8 

No f OCliStradO o o.o G8 32.1 
To1aJ 278 100.0 2 12 100.0 

Sin <aza <Seflnida UJ6 381 146 68.9 - Raza nrn3 1n 61.8 63 29.7 
No recisttado o o.o 3 ... 

Total 278 100 212 100 



28 

Cuadro 5. Algunas variables analizadas en la población canina dentro y fuera 

del Valle Central. 

Cantioad de c:·antidad de 

Factores Estrato 
perros dontro 

"' 
1>0rros fuora 

"' del Valle del Valle 
Central Central 

O humanos 28 10.1 13 6.1 
Cantidad h umanos Oe 1 a4 167 60.1 152 111 
que habitan con ~I 

Másde4 83 29.9 41 19.3 perro 
No regls.tr&do o o.o 6 2.8 

Toul 278 100.0 212 100.0 
Atuera de la e.as.a 99 35.6 116 54.7 

Adentro de la casa 120 43.2 51 26.9 
Lugar d-o rO$idOneia 

Afuera v adentro 59 21.2 36 17.0 

No regislr$d0 o o.o 3 1.4 
TOUI 278 100.0 212 UlOO 

Opctr0$ 119 42.8 46 2 1.7 
Cantidad de perros oc 1a3 115 41.4 98 46.2 
que habitan con el 

~$de3 16 5.1 55 25.9 perro 
No re~$trado 28 10.1 13 6.1 

Tot1111 278 100.0 212 100.0 

Presencia do No 117 42. 1 •• 20.8 

garrapatas en el s; 118 42'.4 147 69.3 
pasado No reotstrado 43 15.5 21 9.9 
Total 278 100.0 212 ~oo.o 

No 99 35.6 58 27.4 
Tratamiento cont.1'3 s; 136 •8.9 121 57,1 gl\rrapatas 

No reg!s,ttado 43 15.6 33 15.6 
Total 278 100,0 212 1 .o 

Presencia 00 
garrapatO'S 011 ol 

no hay 231 83.1 101 47,6 

momento de '8c 
rocofecc:i6n ~datos 

si hay 47 16.9 111 52,4 

Total 278 100.0 21> 1 o 
o 231 830 99 46,7 

Grado de infestac:lón 1·10 •2 15.1 86 40.6 
con 9attaPJlítt 11·25 4 1.4 18 8.S 

25·50 1 0.4 g 4.2 

r-.tás etc so o o o o.o 
TOUI 278 100.1 212 100.0 

Presencia de R. No 235 84.S 106 50.0 
sanguineus s.I. Sl 41 14.7 106 so.o 

Total 278 100.o 212 100.0 

primera vez 67 24.1 69 32.5 · 
Frecuencia de visita.s ~Aeno5 de 4 semanas 74 26.6 37 17.5 

a parques 
Más de un mes 18 6.S 5 2.4 recreativos 

Año5 16 27.3 47 22.2 

No regis1ra0o 43 15.5 S4 25.5 

Total 278 100.0 212 100.0 
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3.2. Resultados del diagnóstico serológico y caracterización de los perros 

seropositivos 

En un total de 24 (5%) de 453 sueros se detectaron anticuerpos contra B. 

canis vogeli, cinco (20.8%) provenían de caninos del Valle Central y diesinueve 

(79.2%) fuera del Valle Central, determinándose una seroprevalencia de de 2% 

(5/253) dentro del Valle Central y de 10% (19/200) fuera del Valle Central. La 

provincia con mayor prevalencia fue Guanacaste (17%, 13/77). seguido por 

Puntarenas (10%, 6/61), Alajuela (3%, 1/38), Heredia (3%, 1/30) y San José (2%, 

3/172), en Cartago y Limón no se encontraron perros seroposilivos (Cuadro 6). 

En 18 (75%) de los sueros positivos se determinó títulos altos ( 1: 128 a 

1:4069), 4 (22%) perros vivfan en el Valle Central (3 en San José, 1 en Alajuela) 

y 14 (78%) fuera del Valle Cent ral (3 en Puntarenas, 11 en Guanacaste) (Cuadro 

7). 

Cuadro 6. Seroprevalencias y prevalencias en caninos y porcentajes de 

infección en garrapatas con B. canis vogeli, distribuidas por provincias. 

Provincia '" qPCR ttt son9r~ qPCR en garrapatas 
+/Total(" ) +/Toro/ {%} +/Total{%) 

san José 3/172 (2%) 24/153 (16%) 13/35 (37") 

Alajuela 1/38 (3%) 18/32 (S6%) 5/ 17 (29%) 

Hered!a 1/30 (3%) 4/27 (15%) 1/3 (33") 

carta¡o 0/46 (0%) 11/21 (52%) 0/0(0%) 

Puntarenas 6/61 (10%) 25/56 (45%) 6/35 (17%) 

Guanacaste 13/77 (17%) 27/69 (39%) 10/29 (34%f 

limón 0/46(0%) 16/42 (38%) 7/ 23 (30%) 

Total 24/453 (5%) 125/400 (31%) 42/142 (30%) 

··~de ea!W!Os PC»IU' os. 
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Cuadro 7. Titules de los sueros caninos seropositivos a B. canis vogeli 

según procedencia (dentro y fuera del Valle Central). 

Tot11I dt Pttro• Perros 
htuqtrai mutt;lra.s stroposltivOs ••ropos.ltlvo• 

TIMO s.eropo.,itivas po&itivas Pot O.nito dtl VaHt Fuera d~I Vslle 
por titulo 

c~1ogoria' Central C*1\ttal 

1.32 • 6(25%} t 117%) 5(83%) ,, .. ? 

1·128 3 

t·254 • 
l.6t2 • 18 (75%) ' (22*.4) 14()°$%) 

t : 1024 2 

1:4096 • 
To"' .. 2• • •• 

"Titules ba¡os: 1:32 a 1:64 y titules altos 1:128 a 1:4096 

Los cinco perros seropositivos dentro del Valle Central se caracterizaron 

por no tener propietarios (3, 60%), ser machos (5, 100%), de O a 1 año de edad 

(4, 80%), de talla mediana (5, 100%), y de pelo corto (4, 80%). Dos fueron sin 

raza definida (40%) y tres (60%) de raza (American Staffordshire Terrier [2] y 

Cocker Spaniel Inglés [1]) y no vivían con otros perros (3, 60%). Los propietarios 

recordaron haber visto garrapatas en sus animales (3, 60%) y haber aplicado 

tratamiento (3, 60%). Solamente en 3 (60%) de los perros se encontraron de 1 a 

10 garrapatas durante el examen objetivo general. Todas las garrapatas se 

identificaron como R. sanguineus s.I. En los perros seropositivos los propietarios 

reportaron anorexia (1, 20%) fiebre (1 , 20%) y picazón (2, 40%). El examen 

objetivo particular realizado en el momento de recolección de la muestra de los 

caninos dentro del Valle Central , determinó que un 60% (3) de los perros 

mostraron condición corporal regular (2) o caquexia (1), un perro (20%) presentó 

membranas mucosas pálidas y llenado capilar de 4 s y un perro (20%) presentó 

fiebre. 

Los 19 perros seropositivos detectados fuera del Valle Central se 

caracterizaron porque la mayoría tenían propietario ( 18, 95% ), fueron hembras 

(12, 63%), de 2 a 7 año de edad (15, 79%), sin raza definida (19, 100%), viviendo 

fuera de la casa (12, 63%) y no vivían con otros perros (10, 53%). Los 

propietarios recordaron haber visto garrapatas en sus animales (12, 63%) y 

algunos aplicaron tratamiento (8, 42%). Solamente en 8 (42%) de los perros se 
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encontraron de 1 a 1 O garrapatas durante el examen objetivo general. Todas las 

garrapatas se identificaron como R. sanguineus s.I. En algunos de los perros 

seropositivos los propietarios reportaron anorexia (7, 37%) fiebre (5, 26%), 

picazón (9. 47%) y depresión (2. 11 %). El examen objetivo particular realizado 

en el momento de recolección de la muestra de los caninos. determinó que un 

58% (11) de los perros mostraron condición corporal regular (8) o mala (3), un 

32% (6) presentó membranas mucosas pálidas (5) o muy pálidas (1), un (5%) 

canino presentó llenado capilar de 4 s y cinco perros (26%) presentaron fiebre. 

3.3. Valores hematológícos de los caninos seropositivos a B. canis voge/i 

y diferencias significativas con respecto a caninos seronegativos 

De todos los caninos seropositivos (24) el 50% (12) de los perros 

presentaron valores alterados del hematocrito, el 42% (10) el hematocrilo bajo y 

el 8% (2) alto. Valores menores a los normales se presentaron en la hemoglobina 

(en el 38% (9) de los caninos) yen la CHCM (en el 50% (12] de los caninos). El 

42% (10) de los caninos presentaron valores alterados en Jos leucocitos, el 21% 

(5) presentaron leucopenia y el 21% (5) leucocitosis. En los segmentados 

también se observaron valores alterados, el 42% (1 O) de los caninos con valores 

más bajos y el 8% ( 2) con valores más altos que los rangos normales. El 42% 

(1 O) presentaron eosinopenia y el 12% (3) eosinofilia. El 8% (2) de los caninos 

presentaron valores mayores a los normales en los basófilos. Los linfocitos (en 

el 46% (11) de los caninos), los monocitos (en el 58% (14) de los caninos) y las 

plaquetas (en el 62% (1 5] de los caninos) también se observaron menores a los 

rangos normales. 

En cuanto a los valores hematológicos de los 5 caninos seropositivos 

dentro del Valle Central se encontró que el 40% presentaron valores alterados 

del hematocrilo, el 20% (1) el hematocrito bajo y el 20% (1) el hematocrito alto. 

Valores menores a los normales se presentaron en la CHCM (en el 34% [1] de 

los caninos). Un canino presentó leucocitosis. El 40% (2) de los caninos 

presentaron valores mayores a los normales en los eosinófilos y en los basófilos. 

Los monocitos (en el 40% [2] de los caninos) y las plaquetas (en el 40% (2) de 

los caninos) también se observaron menores a los rangos normales. 
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Los caninos seropositivos fuera del Valle Central (19) presentaron niveles 

más bajos de lo normal en el hematocrito (en el 47% [9]), en la hemoglobina (en 

el 47% [91) y en la CHCM (en el 58% [111). El 47% de los caninos presentaron 

valores alterados de leucocitos, el 26% (5) con leucopenia y el 21 % (4) con 

leucocitosis. También se presentaron valores más bajos de lo normal en los 

segmentados (en el 53% [101). en los eosinófilos (en el 53% [10)), en los linfocitos 

(en el 57% (11)), en los monocitos (en et 63% [12]) y en las plaquetas (en el 68% 

[13)). 

Los valores hematológicos de caninos seropositivos mostraron 

diferencias estadísticamente significativas (pS0.05) con respecto a los 

seronegativos en el hematocrito, en la hemoglobina. en el CHCM, en los 

linfocitos. en los monocitos y en las plaquetas (Cuadro 8), siendo menores en los 

caninos positivos. Aunque el valor promedio de los linfocitos de los caninos 

seronegativos y seropositivos mostró diferencias significativas no se encontró 

fuera de los rangos normales. en estos últimos. 
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Cuadro 8. Diferencias significativas entre valores hematológicos de perros 

seropositivos y seronegalivos a B. canis vogeli. 

V1Jores referendal• s 
~(R)S 

Seroneg~ivos S•ropoosiCNOt Laborat<>rio de Anill•i• V•ritble 
CISl\teo UNA 

u ..... V•IOf N M""• DE n M .... DE 

H•M•toer1to .,. -.1 3$ol 4)"' U• ,, )1M ,,. 13 

H•Moglobina ... 11-11 )<1 " 91 1027 17 9,, ., .. ,, 
CHCM <>"' 32.36 .... ,, .. .... 11 30.35 U> 

l•uc1Xitos """' 6000-12000 w t l t&2.13 11991.41 17 9367.f.5 11991.41 

Bandas tmm· 

"°"° - 201.16 342.0-1 17 75.29 1<0.6 

$99mentMtM /mm' 3000 ... 00 322 Sl50.61 2518.61 ,. 2!118tt 3113.1) 

Eoatnófik>s tmm• 100-150 330 "4<.$0 1:1$$,GOJ ,, 230>S 3'U1 

8NófilO$ linm1 .... :1'7 14.11' t2'1.02 17 16.41 48.Cl 

Linfocitos tmm• ......... ,.. 2961.19 lm.53 11 110$.$3 1$9113 

Mono~kos /mm' 
~"'° 3'5 194,41 2'180 17 402• 101 $3 

Pl&Quetaa /mm- 20000(>. 
325 20131.6.27 t0439&.29 17 100413..47 8385".27 500000 .. .. .. n: Numero de 1nd1v1duos analizados. DE: Oesv1ac1on Estándar. P: Probab1l1dad 

calculada entre los grupos seroposilivos y seronegativos. 

3.4. Factores asociados a caninos seropositivos a B. canis voge/i 

p 

0.01 

0.03 

0.00 

º" 
013 

o.oe 
ooe 

º·"" 
0.02 

0.00 .... 

De todas las vañables analizadas mediante regresión logística en Ja 

población total (dentro y fuera del Valle Central) se encontraron quince factores 

asociados a seropositividad a B. canis vogeli (pS0,05) trece fueron factores de 

riesgo (vivir fuera del Valle Central, ser de talla mediana, habitar con más de tres 

perros, tener garrapatas, tener garrapatas de la especie R. sanguineus s. l., 

mayor grado de infestación con garrapatas, haber tenido en el pasado anorexia, 

fiebre, debilidad, pérdida de pelo, problemas respiratorios y picazón, y presentar 

fiebre), y dos factores se determinaron como protectivos: ser de raza pura y 

frecuentar un parque recreativo (Cuadro 9). 
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Cuadro 9. Factores asociados a caninos seropositivos a B. canis voge/i, 

determinado mediante regresión logística 

Factor asoclado a IC Chl p 
B. cani.s vogeli Estrato n • '4• 04l cuadrado (p:;G.05) 

LI Ls 

Dentro <.$el Valle 
253 5 1.98% Rel Rel Rel Re! Rol 

Central 
Localización 

Fuera del Vaf!,e 
Cenlr'al 

200 19 9.50% 5"20 1.79 16.24 12.57 < 0.001 

Talla 
Pequeña 88 o 0.00% Re! Rol Rer Rel Rel 

Me<ffana 290 13 4,4$% lnl inf inl 4.07 0.04 

Sin faz.a definida 238 21 8.82% Re! ROi Re! Rol Re! .... 
Raza puta 2 12 3 1.42% 0.15 0 .03 0.53 12.16 < 0.001 

Cantidad db pertos O perros 150 5 3.33". Rel Rel Ref Reí Rel 

que habitan con el 
porro Má•de3 69 7 10.14% 3.27 0.89 12.45 4 .21 0.04 

.. o 299 9 3.01,.. Rel ROi Rol ~ Rel 

Grado de infestacion 
1·10 124 11 8.87'4 3.14 1.17 .. 8.49 6.67 0.01 

con garrapatas 

25-50 ~ 2 22.22'4 9-21 1. 14 60.67 9.33 0.00 

Presencia de oohay 301 9 2.99% Ref Rol Rel Rtl Rel 

garrapatas si hay 152 15 9.87'4 3.55 1.4 2 9.04 9.50 0.00 

"° 311 9 2.89'4 Re! Rel Rol R•I Rel 
Presencia de R. 
sanguineus s.l 

Si 142 15 10.56% 3-96 1.58 10.10 11.40 < 0.001 

Frecuencia de visitas Primtravct 126 '2 9.52"o Rol Rtl Rol Rol Ref 

a parques Af.os 112 3 2.68'Yo 0.26 0.06 >.03 4.69 0.03 

no 324 13 4.01.o/o Ref Ref Ref Rtl Ref 
Anorexia en el pasado 

$1 84 8 9.52"o 2.52 0.92 6.79 <l 14 0.04 

no 376 15 3.99'4 Rel Rel Ref Re! Ref 
Fiebre en ef pasado 

$1 31 6 19.35% 5.78 1.82 17.76 13.78 <0.001 

Debilidad en el no 370 IS • .o5% Rol Ref Rol Rtl Rot 

pasado ol 38 6 16.79% ••• 1.42 13.34 9.70 0.00 

Pérdida do Pok'I on el no 329 12 3.65% RM Rel Rel Ref Ref 

puado si 79 9 11.39% 3.40 1.26 9.06 7.81 0 .0 1 

Problemas no 382 17 4.45~ 
ret. piratorios en ti 

Rel . Ref Re! Re! Ref 

pasado Si 26 • 15.38% 3.90 1.01 13.84 $.95 0.01 

no 277 10 ~61% Rtl Rol Rol Rol Ref 
Picazón en ef pasado 

,; 131 11 8.40% 2.45 0.94 6.42 4.16 0.04 

no 2« s 2.05% Rtl Rel Rel Rol Rol 
Ftebre en el presente 

si 78 6 7.69% 3.98 1.04 15.58 5.69 0.02 . . .. n: Nume<o de 1nd1Viduos en el estrato+: Numero de seropos1tivos fo: PorcentaJe en ese estrato OR: Razón 
de Posibilidades IC: Intervalo de Confianza (95%) LI: Limite lnferio< LS: Limite Superior P: Probabilidad. 
Ref: Variable usacta como valor de referencia. 
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3.5 Resultados del PCR en punto final de los caninos posítivos a Babesia 

spp. 

Del total de 474 caninos analizados mediante el PCR ARNr18S (450 pb) 

se lograron amplificar dieciséis muestras. En el PCR ARNr18S (1600 pb) 

solamente se logró amplificar una de estas dieciséis muestras. 

De los 160 grupos de garrapatas analizados mediante el PCR ARNr18S 

(450 pb) se encontraron dieciséis con Babesia spp. En el PCR ARNr18S (1600 

pb) no se logró amplificar ningún grupo de garrapatas. 

3. 6 Secuenciación y árbol filogenético 

De las treinta y dos muestras de caninos (16 de caninos y 16 de 

garrapatas) que amplificaron en el PCR ARNr18S (450 pb), se enviaron a 

secuenciar 12 sangres y 7 garrapatas: de diez muestras se logró obtener una 

secuencia, mientras que nueve no se lograron secuenciar. Al comparar las diez 

secuencias obtenidas con secuencias depositadas en la base de datos del NCBI. 

se determinaron cinco muestras como 8. canis vogeli (4 sangres y 1 grupo de 

garrapatas) (Cuadro 10) y cinco como Hepatozoon canis (4 sangres y 1 grupo 

de garrapatas) (Cuadro 1 O). 

La única muestra canina positiva que amplificó en el PCR ARNr18S (1600 

pb) no se logró secuenciar de forma completa (382/1600 pb). sin embargo, se 

confirmó como B. canis vogeli (Cuadro 10): No fue posible realizar el arbol 

filogenético. 
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Cuadro 10. Resultados de las secuencias del gen ARNr 18S de sangre y 

garrapatas de perros y de la base de datos GenBanK del NCBI utilizando el 

algoritmo Blastn y de la comparación entre la qPCR. 

Resuttad<>S de socuon-eiación 
Rosultado de 

Especie Tipo de mues-tra la qPCR 
10 de ta mueslta 

Tamai\o 
Númeto(M 

ldentidttd Cobortura {valor Ct1) 

(pb) 
ac«::0$0 

('!.) (11) GenBank 

8. can1s vogeli 

1 Sangte 284 KT323933 261/269 (94) 96 Posh.ivo(22) 

2 Singte 354 KY073363 3541354 (100) 100 Posít.ivo{15) 

3 Sangte 382 HQ<;6:1635 3821382 (100) 100 Poeiitivo(2S) 

•• Sangt& 252 KJ51'3202 247/250(99) 99 Nc9•tiw (35) 

5 Garrapata 247 GU386270 2201238 (92) 98 NegatiYO (36) 

s• Saf'IQ~ 382 KJ939326 3821382 (100) 100 Positivo {24) 

Hepatozoon canis 

7 S.ngte 372 1()(712123 371/371 (100) 99 Negativo (35) 

8 Sanare 401 KX712123 401/40, 1100) 100 -tJvotND> 
9 Sangnt 350 KX712123 3441350 (98) 100 NR 
10 Sangre 438 KJ634654 420/429 (97) 98 Poslllw (32) 

11 Garrapata 256 KX712129 2431253 (98) 98 Pos~ivo (32) .. .. 
ID: ldenhfocación. • : Se consideraron positivas por qPCR las muestras en las que se obtuvo 
valores de CT entre 15 as 33. • : Muestra procesada con la PCR ARNr18S (1600pb). e l resto de 
tas muestras fueron procesadas con la PCR ARNr18S (450pb). NO: no detemiinado. NR: no se 
realizó la qPCR. 

3.7 Resultados de la qPCR para B. canis vogeli 

Debido a los resultados obtenidos con el PCR en punto final se 

implementó un PCR en tiempo real para B. canis vogeli. El qPCR implementado 

mostró una eficiencia de 103% ·(Figura 2). El análisis de la curva de disociación 

mostró un único producto amplificado en las muestras con el ADN de interés, 

además los primers utilizados fueron previamente evaluados y determinados 

como específicos (Vilhena el al., 2013), estableciéndose una <!Ita especificidad 

de la técnica. Muestras que' mostraron Ct iguales o mayores a 15 e iguales· o 

menores a 33 se consideraron positivas, muestras con Ct mayores a 33 se 

determinaron como negativas. 
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Figura 2. Curva estándar del qPCR implementado para identificar B. canís 
vogeli. 

De las 400 muestras caninas analizadas mediante qPCR para B. canís 

vogeli 125 muestras resultaron positivas. 

Al comparar los resultados obtenidos en la PCR ARNr18S (450 pb) con 

los resultados obtenidos en la qPCR se determinó 10 de las 16 muestras de 

sangre como positivas en qPCR (valores Ct de 15 a S33), cuatro como negativas 

(valores Ct >33) dos muestras no se analizaron por falta de ADN. Los cuatro 

caninos identificados como B. canis vogeli mediante PCR ARNr18S (450 pb) y 

secuenciación se determinaron como positivos (3) o negativos (1) en qPCR 

(Cuadro 10). Los cuatro caninos identificados como Hepalozoon canis mediante 

PCR ARNr18S (450 pb) y secuenciación se determinaron como positivos (1), 

negativos (2) y uno no se analizó por falta de ADN (Cuadro 10). La única muestra 

de sangre identificada como B. canis vogell mediante PCR ARNr18S (1600 pb) 

y secuenciación se determinó como positiva en qPCR. 

Un total de 47 perros resultaron positivos con qPCR dentro del Valle 

Central y 78 fuera del Valle Central, encontrándose con esta técnica prevalencias 

de 31 % (125/400), 21% (47/220) y 43%(78/180) a nivel nacional, dentro del Valle 

Central y fuera del Valle Central. respectivamente. La provincia con mayor 
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prevalencia fue Alajuela (56%, 18/32), seguido por Cartago (52%, 11/21), 

~untarenas (45%, 25/56), Guanacaste (39%, 27/69), Limón (38%, 16/42), san 

José (16%, 24/153) y la que presentó menos prevalencia fue Heredia (15%, 4/27) 

(Cuadro 6). 

Los perros positivos dentro del Valle Central (4 7) tenian propietarios ( 46 

(96%)). fueron machos (27 {57%)). de O a 7 años de edad (45 [96%)), vivian 

fuera del hogar (20 [43%]), de talla mediana y pelo corto (29 [61 ,7%]), de raza 

(28 [60%]), viviendo con 1a4 personas (29 [62%]) y con 1 a 3 perros (27 [57%]). 

Un 30% (14) de los propietarios recordaron haber visto garrapatas en sus 

animales, y haber aplicado tratamiento (10 [21 %)). En 7 (15%) de los perros se 

encontraron de 1 a 1 O garrapatas durante el examen objetivo general. Las 

garrapatas se identificaron como R. sanguineus s.f. (6) e /. boliviensis (1). Los 

propietarios recordaron haber observado anorexia (6 [13%]), debilidad (2 [4%]), 

depresión (4 [8%]), pérdida de peto (9 (19%]), problemas respiratorios (4 [8%]) y 

picazón (19 [40%)) en sus mascotas. El examen objetivo general determinó que 

presentaron membranas mucosas pálidas (4 [9%)) y fiebre (6 [13%]). 

Los perros positivos fuera del Valle Central (78) tenían propietarios (75 

(98%]), fueron machos (38 [49%1), de 2 a 7 años de edad (26 [55%)), habitaban 

fuera del hogar (44 [56%]), de talla mediana (32 [42%)), de pelo corto (39 [50%)), 

sin raza definida (55 (71%)), viviendo con 1 a 4 personas (58 [74%)) y con 1 a 3 

perros (37 [47%]). Los propietarios recordaron haber visto garrapatas en sus 

animales (58 (74%]) y haber aplicado tratamiento (47 [60%]). Durante el examen 

objetivo general a los perros se le encontraron de 1 a 50 (37 [47%]) garrapatas, 

todas R. sanguineus s.1. Los propietarios recordaron haber notado en el pasado 

anorexia (10 (13%)), fiebre (3 [4%)), debilidad (4 (5%]), depresión (6 [8%]), 

pérdida de pelo (1 1 (14%)). problemas para caminar (5 (6%]), problemas 

respiratorios (5 [6%]) y picazón (17 (22%]) en sus mascotas. El examen objetivo 

general determinó membranas mucosas pálidas (13 (17%1). llenado capilar de 3 

segundos (7 (9%)) y fiebre (13 (17%]). 
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3.8 Valores hematológlcos de los caninos positivos a B. canis vogeli y 

diferencias significativas con respecto a caninos negativos 

Los caninos positivos (125) presentaron valores alterados en el 

hematocrito (23 [18%) con hematocñto bajo y 38 (30%) alto), en la hemoglobina 

(16 (13%) hemoglobina baja y 33 [26%) hemoglobina alta}, en la CHCM (39 [31%] 

baja y en 4 [3%] alta), en los leucocitos (9 [80%) bajos y 30 [24%) altos), en las 

bandas (16 (13%] bajas), en los segmentados (26 [21%) bajos y 10 [8%] altos), 

en los eosinófilos (29 (23%] bajos y 52 (42%) altos), en los basófilos (6 [5%) 

bajos), en los linfocitos (22 [18%) bajos y 17 (14%] altos), en los monocitos (53 

[42%) bajos y 1 (0.8%) altos) y en las plaquetas (59 (47%) bajas y 1 [0,8%] alta). 

Los caninos positivos dentro del Valle Central presentaron valores 

alterados en el hematocrito (3 (7%] bajo y 20 [53%] alto), la hemoglobina (1 (3%) 

baja y 16 (42%] alta), la CHCM (8 [21%) baja y 1 (3%] alta), los leucocitos (3 (8%) 

bajos y 12 (32%] altos). las bandas (5 (13%) mayores). los segmentados (2 [5%) 

menores y 8 [21%) mayores), los eosinófilos (4 (11 %] bajos y 15 (39%) altos), los 

basófilos (2 [5%] altos), los linfocitos (8 (21%) altos), los monocitos (19 [50%] 

bajos) y las plaquetas (13 (35%) bajos y 1 [3%] altos). 

Los caninos positivos fuera del Valle Central presentaron valores 

alterados en el hematocrito (20 [33%) bajo y 14 (23%) alto), la hemoglobina ( 15 

(25%) baja y 7 [12%] alta), la CHCM (30 (50%] baja y 2 [3%] alta). los leucocitos 

(6 [10%] bajos y 17 [28%) altos), las bandas (11 (18%) mayores), los 

segmentados (23 [38%) menores y 2 (3%] mayores), los eosinófilos (24 [40%) 

bajos y 15 [25%] altos), tos basófilos (4 [7%) altos). los linfocitos (22 [15%) bajos 

y 9 [28%] altos), los monocitos (32 (53%] bajos y 1 (2%) altos) y las plaquetas 

( 45 [75%) bajas). 

Al comparar las medias de los valores hematológicos entre caninos qPCR 

positivos y negativos se determinó diferencias estadísticamente significativas 

(ps0.05) únicamente en los segmentados (Cuadro 11). Sin embargo, aunque el 

valor promedio de los segmentados fue significativamente menor en los positivos 

que en los negativos, el valor se encóntró dentro del rango normal. 
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Cuadro 11. Diferencias significativas entre valores hematológícos de perros 

qPCR positivos y negativos a B. canis vogeli, determinado mediante prueba t. 

V.ak>r" rtfettnel.ale• N090ttlYO$ PoslUvos 
VarlJblo ~-.rros p ....... Y•lor • Media DE • Media DE 

H•m.atoc;rfto .. ,..., 228 43.77 8.50 99 4213 950 0. 10 

Hemoglobin11 .... ,,,,. 2 '7 , .. ., 10,00 .. 13,7& 3.40 0.30 

CHCM .,., Jl~• 21• 32_06 2.67 98 3186 3.96 0.60 

Leucocitos /mm' 6000.tlOOO 217 12070.28 14793.85 99 1Cll11.n 4243.16 0 .43 

Bandas tmrtr ..... 2 15 202. 11 3(19.53 98 1:!6.Z7 220.51 0.06 

Segmentados lmm" JOOO·t<>O<> 199 6763.48 t0631.4 96 4635.43 3542.16 O.Ot 

Eoslnófllos ,,,,,,,. 
100·150 204 550.68 1518.95 98 601 73 781 ~ 0 .12 

BasófHos 
,......,. .. ,. 217 20 41 155.60 99 7.52 37.97 0.42 

Linfocitos 1mm' 1000·48-00 198 2900.00 3621.17 93 2574.31 2329.76 0.32 

Monocitos lmm' ...... 215 203.10 2-48.83 99 16' 40 325.29 0 .24 

Plaquetas -· """ººº' 196 195515.94 1047,3& 19 98 195281 .. 51 107473.06 0.9~ ...... 
n: Numero de 1ndivíduosanahzados. DE: Desviación Estandar. P: Probabílldad calculada entre 

los grupos positivos y negativos. 

3.9 Factores asociados a B. canis voge/i de los caninos positivos en qPCR 

Se encontraron cinco factores asociados, cuatro de riesgo y uno 

protectivo: vivir fuera del Valle Central, tener propietario, habitar con 1 o más de 

4 personas y tener de 11 a 25 garrapatas fueron factores de riesgo, mientras que 

recibir tratamiento oral contra garrapatas resultó un factor protectivo (Cuadro 12). 



Cuadro 12. Factores asociados a caninos positivos a B. canis voge/i, 

determinado mediante regresión logística. 

Faclor 
IC asociado a Chl 

8. t:anls 
Et.tr:no n • ·1. + OR cuadrado 

vogefi ll ... 
Dentro del 

220 • 7 21.36% Va!leC~tral Rol Rer Ro< R .. 
locafiz;rión 

Fuera ctel 
va11&CfH"ltra1 

180 78 43.33% 2.81 1.78 4'.46 22. 19 

Cantidad Ohum&nos 3' • 11,76%. 
Rel Rel Rel Rel 

humanos 
253 87 13 62 7.00 que hibilan 06 ta4 34.39% 3.93 1.26 

con el '*l'O t-Aás de 4 107 33 30.84% 3.34 1.()1 12.22 4.82 

Oeambufante 37 4 10.81% 
Rel Rel Rer Rel 

e ..... 
Existe 

propietario 363 121 33.33% 4.13 1.35 14.06 7.91 

Ha1ecibldo 
tratamienlo no 298 101 33.89% 

""' Rel Re l Ref 
oral contro 
oattajlélaS .. 23 1 4.35% 0.0887 o.ooc.c 0 .632 8.5706 

Grado d• o 270 79 29.26,.. 
Ref RPf Rel Rel inteS1é'lcl6n 

con 11·25 ta 10 55.56% 3.02 1.05 8.78 5.45 garrapatas 

p 

.... 
< 0.00 1 

Rel 

0.01 

0.03 

Rel 

0.000 

Ref 

0.0034 

Rel 

0.02 

.. 
n: Numero de md1v1duos en el estrato +: Numero de qPCR positivos %: Porcenta¡e de 
positivos correspondientes a ese estrato OR: Razón dePoslbilidades te: Intervalo de 
Confianza {95%) LI: Limite Inferior LS: Limite Superi0< P: Probabilidad. Ref: Variable 
usada como valor de referencia. 

41 

3.10 Resultados de la qPCR de los caninos con garrapatas positivas a B. 

canis vogelí 

Se encontró un 30% (42/142) de garrapatas infectadas con B. canis 

voge/i, pertenecientes a las especies R. sanguineus s.I. (41) y A. ovale. (1). 

Al comparar los resultados obtenidos en la PCR ARNr18S (450 pb) con 

los resultados obtenidos en la qPCR se confirmaron siete de los 16 grupos de 

garrapatas positivos en qPCR (valores Ct 15 a 33), m ientras que siete se 

encontraron negativos (valores Ct >33), dos muestras no se analizaron por falta 

de ADN. El grupo de garrapatas identificado como positivo a 8, canis vogeli en 

PCR ARNr18S (450 pb) y secuenciacíón se determinó negativo en qPCR (Ct 36). 

El grupo de garrapatas identificado como Hepatozoon canis mediante PCR 

ARNr18S (450 pb) y secuenciación se determinaron como positivo en qPCR (Ct 

33) (Cuadro 10). 
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El porcentaje de infección con B. canis voge/i en garrapatas de caninos 

dentro del Valle Central fue de 34% (16/46) y fuera del Valle Central de 27% 

(26/96). Cuatro caninos con garrapatas R. sanguineus s.I. positivas también 

fueron seroposilivos y trece qPCR positivos. El perro del cual se tomaron las 

garrapatas positivas de la especie A. ovale fue seronegativo y negativo en qPCR. 

Los caninos dentro del Valle Central con garrapatas qPCR positivas (16). 

vivian en la provincia de San José (13), Alajuela (2) y Heredia (1) y tenian 

propietario (13), vivían afuera de la casa (11). con uno o más de un perro (7), 

machos (13), de O a 1 año (11) o de 2 a 7 (5) años. de raza (9), de talla mediana 

(12) y de pelo corto (12). Los propietarios reportaron la presencia de garrapatas 

en su perro en el pasado (1 O) y ocho aplicaron tratamiento. Además, observaron 

en el pasado anorexia (2), fiebre (1). debilidad (1) , depresión ( 1), pérdida de pelo 

(1), picazón (5) y diarrea (1 ). En el examen objetivo general se encontró animales 

con membranas mucosas pálidas (2), con fiebre (3) y con 1 a 50 garrapatas (15). 

Se encontraron valores alterados en el hematocrito con un rango de 34 a 55% 

(2 caninos con el hematocrito bajo y 5 caninos con el hematocrito alto), en la 

CHCM de 29 a 36 g/dL (5 caninos con la CHCM baja), en los leucocitos de 7900 

a 23900 /mm3 (6 caninos con valores altos), en las bandas de O a 640 /mm3 (2 

caninos con valores altos), en los segmentados de 4661 a 20076/mm3 (2 caninos 

con valores altos), en los eosinófilos de O a 1946/mm3 (1 canino con valores 

bajos y 4 con valores altos), en los linfocitos de 1848a 5002/mm3 (1 canino con 

valores altos), en los monocitos de O a 675/mm3 (5 caninos con valores bajos) y 

en las plaquetas de 120376 a 300940/mm3 (8 caninos con valores menores). 

Los caninos fuera del Valle Central con garrapatas positivas (26) vivian 

en la provincia de Guanacaste (10), Limón (7), Puntarenas (6) y Alajuela (cantón 

de San Carlos, 3), y tenian propietario (23), viviendo afuera de la casa (18), 

habitando con 1 a 4 (18) personas en el hogar y con 1 o más perros (17). La 

mayoría fueron hembras (15) entre O a 7 años (22), sin raza definida (18), de 

talla mediana (13) y pelo corto (14). Los propietarios reportaron la presencia de 

garrapatas en su perro en el pasado (18) y les aplicaron tratamiento (13). 

Recordaron que sus mascotas sufrieron de anorexia (5), fiebre (2), debilidad (3), 

depresión (1), pérdida de pelo (3). problemas respiratorios (2), problemas para 
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caminar (1) picazón (6) y diarrea (1). En el examen objetivo general se encontró 

perros con membranas mucosas pálidas (5), liebre (3), con llenado capilar entre 

3 ó 4 segundos (3)ycon 1 a 50 garrapatas (24). Se encontraron valores alterados 

en el hematocrito con un rango de 14 a 50% ( 4 caninos con el hematocrito bajo 

y 4 con el hematocrtto alto), en la hemoglobina de 4 a17 g/dL (4 caninos con la 

hemoglobina baja y 2 oon la hemoglobina alta). en la CHCM de 26 a 40 g/dL (10 

caninos con la CHCM baja y 2 caninos con la CHCM alta). en los leucocitos de 

5250 a 16150/mm3 (3 caninos con valores bajos y 7 con valores altos). en las 

bandas de O a 658/mm3 (6 caninos con valores altos), en los segmentados de 

44 a 10804/mm3 (9 caninos con valores bajos y 3 caninos oon valores altos), en 

los eosinófilos de O a 2329/mm3 (7 caninos con valores bajos y 6 caninos con 

valores altos), en los linfocitos de 24 a 10820/mm3 (7 caninos oon valores bajos 

y 4 caninos oon valores altos), monocitos de O a 444/mm3 (12 caninos oon 

valores bajos) y en las plaquetas de 20552 a 395626/mm3 (16 caninos con 

valores bajos). 

3.11 Resultados de Jos caninos seropositivos y qPCR negativos, 

seropositivos y qPCR positivos, y qPCR positivos y seronegativos 

Un total de 130 caninos se identificaron positivos, ya sea en IFI o qPCR. 12 

caninos resultaron seropositivos y negativos en qPCR, de éstos sólo un perro 

tenia garrapatas positivas. La mayoría de caninos seropositivos pero PCR 

negativos se detectaron fuera del Valle Central de Costa Rica (9/12). Los caninos 

tenian propietarios (9, 75%), machos (7, 58%) de O a 7 años (11, 92%). vivian 

fuera del hogar (8, 67%), de talla mediana (6, 50%) y pelo oorto (5, 42%), sin 

raza definida (11; 92%), viviendo oon más de 4 personas (6. 50%) y con 1 a 3 

perros (5, 42%). Un 50% (6) de los propietarios recordaron haber visto 

garrapatas en sus animales, y haber aplicado tratamiento (4, 33%). En 4 (33%) 

de los perros se enoontraron de 1 a 10 garrapatas durante el examen objetivo 

general. Los propietarios recordaron haber observado anorexia (5, 42%), 

debilidad (4, 33%), depresión (2, 17%), pérdida de pelo (4, 33%), problemas 

respiratorios (2, 17%) problemas para caminar (2, 17%) y picazón (4, 33%) en 
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sus mascotas. El examen objetivo general determinó que presentaron 

membranas mucosas pálidas (3, 25%), llenado capilar mayor a 2 segundos (1, 

17%) y liebre (2, 17%). 

Siete caninos se determinaron seroposilivos y qPCR positivos a 8 canís 

vogelí, en dos se encontraron garrapatas qPCR positivas. El 86% (6/7) de los 

caninos se detectaron fuera del Valle Central. Los 7 caninos tenían propietarios 

(7, 100%), hembras (4, 57%) de 2 a 7 años (5, 42%), vivían dentro del hogar (4, 

57%) y pelo corto (2, 29%), sin raza definida (6, 86%), viviendo con 1 a 4 

personas (5, 71%) y con 1 a 3 perros (3, 43%). Un 86% (6) de los propietarios 

recordaron haber visto garrapatas en sus animales. y haber aplicado tratamiento 

(4, 57%). En 3 (43%) de los perros se encontraron de 1a10 garrapatas durante 

el examen objetivo general. Los propietarios recordaron haber observado 

anorexia (2. 29%), debilidad (1 , 14%), pérdida de pelo (5, 71%), problemas 

respiratorios (1, 14%) y picazón (3, 43%) en sus mascotas. El examen objetivo 

general determinó que presentaron membranas mucosas pálidas (2, 29%) y 

fiebre (1 , 14%). 

Se encontraron 111 caninos qPCR positivos a 8 canis vogeli pero 

seronegativos. el 62% (69) se detectaron fuera del Valle Central. De los 111 

perros qPCR positivos 11 tenian garrapatas R. sanguineus s.I. qPCR positivas. 

Estos 111 caninos tenían propietarios (108, 97%). hembras (62, 56%) de O a 7 

años (100, 90%). vivían fuera del hogar (50, 45%). de talla mediana (55, 50%) y 

pelo corto (60, 54%). sin raza definida (63, 57%), viviendo con 1 a 4 personas 

(80, 72%) y con 1 a 3 perros (49, 44%). Un 59% (65) de los propietarios 

recordaron haber visto garrapatas en sus animales, y haber aplicado tratamiento 

(58. 52%). En 29 (26%) de los perros se encontraron de 1 a 10 garrapatas 

durante el examen objetivo general. Los propietarios recordaron haber 

observado anorexia (13. 12%}, debilidad (5, 5%), depresión (8, 7%), pérdida de 

pelo (13, 12%), problemas respiratorios (6, 5%) problemas para caminar (5. 5%) 

y picazón (29, 26%) en sus mascotas. El examen objetivo general determinó que 

presentaron membranas mucosas pálidas o muy pálidas (15, 14%), llenado 

capilar mayor a 2 segundos (10, 9%) y fiebre(14, 13%). 



45 

Se realizó una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) para comparar los 

valores hematológicos entre los caninos seropositivos-qPCR negativos con 

caninos negativos, entre los caninos seropositivos-qPCR positivos con caninos 

negativos y entre los caninos qPCR posilivos-seronegativos y los caninos 

negativos. Se determinó diferencias estadísticamente significativas (pS0,05) en 

los valores de la CHCM entre los caninos seropositivos-qPCR positivos y los 

caninos negativos (Cuadro 13). 
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Cuadro 13. Diferencias fftadlsticamente signtficallvas entre valores hematológicos de l0s perros según los resultados obtenidos 

en la IFI y en la qPCR mediante prueba de ANOVA. 

IR "'°' ID V- • - .. DES IR 1 "'°' ID V6'1- • ...... .. .. .. 
. • -- ... .. .. .... . 

' . • ... •1• .. ...... . • 11 . ,_,. uo . 1 . • • .... ... . . . • • >t to 1UO . 1 . • • ' 14HO .... . . • • .. .. . ..... 1 . 1 . • 1 • .,. . 
1 voa . . • ... ••• '"' ' . 1 . • - •• :•• • .. . . . • "' I UO t7"' . . • " ... 1 ..... . . • • •• 4.$1 . 1 . • l • JIOO 1 ""' . . • 1 • ro.o uo . 1 . • • ... •• . . • CHCM 1 ... >UO ..... • . 1 . • --- ,., )lZJto _,. 

. . • 1 • UJI "-"' • . 1 . • " 
,....,,. muo . . • • '' 00 uo . • • 1411>0 -· +- ,_. . . • • ..... 0.00 .. . . . • • 1• 120 .... . . • l.""'""llot 195 12304 'º 1'547.00 . • M.,,ocl• • ,., ,.. .. :a.oto . . • t7 10750.IO •l:l7.2G . 1 . • ti ,., tO :I02 .. 

• . • t , .. , 1. 10 3914.00 • • • °" ... llltO . . • • 12510.00 ....... • 1 . • 1 o.oo o.oo . 1 Oal'IG11 "'' at3,&o 385,80 • Plaquat11 1111 20123),fO 104277,80 . . • • .. l •0.60 231,00 . • • " Hl&44•.&0 108099,40 . • • 7• .AO 112. 10 t . • • 1240rl3. IO \00976.20 . • • 6 .... 0.00 • . • • 910611 'º M13f.00 . • •ttmflfltAMfO. 182 Hfl'l.70 112$$,70 

• • .. • 113'.GO 3$41.60 . • • 2501.90 2109,5() . . • • '°"'° UH'O 

IFI: lnmunoftUO<escencia liidlroc:ta. ID: ldentiflcacl6n clel grupo n : Número de rndMduoS. DE: Oesvled6n Eatándar DES: D 0<enela Estadlstrcemenl e 
Significativa contra otre media (pi;().05). Se resalta en neg~ta aquellos valores hematológicos donde ge halleron diferencias Jignlflcallvas Se encontra<on 
diferenelas entre el grupo• y d y en~ el grupo by den el valor de la CHCM. 
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4. Discusión 

4.1 Diagnóstico serológico 

En Costa Rica no se registran hasta la fecha estudios serológicos que 

hayan determinado la prevalencia de B. canís vogeli en perros, ya sea en la 

población total, dentro del Valle Central o fuera del Valle Central. Tampoco se 

han reportado estudios similares en Centroamérica. En Brasil hay reportes de 

estudios sobre la seroprevalencia de este agente en diferentes regiones, 

reportándose en el estado Maranhao y Minas Gerais seroprevalencias de 16.1% 

(52/322) (Pereira da Costa et al .. 2015) y 28.7% (70/244) (Costa-Júnior et al., 

2009), respectivamente, mientras que en un hospital veterinario del noreste de 

Brasil se determinó una seroprevalencia de 22.5% (20/89} (Barcellos et al., 

2015). Un estudio en Colombia reportó una seroprevalencia de 51 .6% (47/91) 

(Vargas et al., 2012). Al comparar estas seroprevalencias con la determinada en 

Costa Rica (5%), se observa que en nuestro país es menor a las encontradas en 

Brasil (16.1 %, 28.7% y 22.5%} y Colombia (51.6%). El estudio realizado en el 

estado Maranhao, Brasil, se llevó a cabo en una región abandonada de Brasil, 

en caninos con un alto porcentaje de infestación con garrapatas (63%} (Costa et 

al., 2013), donde muy probablemente el cuido de los caninos no haya sido el 

adecuado, mientras que el estudio de Minas Gerais se llevó a cabo en tres 

regiones diferentes, dos de las cuales (Nanuque y Belo Horizonte) se 

caracterizaron por temperaturas altas. que según los autores podrían haber 

favorecido los altos niveles de infestación con garrapatas y por oonsiguiente altas 

seroprevalencias de infecciones por Babesia, mientras que en el estudio 

realizado en un hospital veterinario en el noreste de Brasil, se analizaron caninos 

sospechosos de sufrir babesíosis, lo que podría explicar las diferencias 

encontradas con nuestro estudio. e'n los que se analizaron caninos 

aparentemente sanos y que en un 91 % de los casos contaban con propietarios. 

En contraste, el estudio realizado en Colombia, analizó en su mayoría caninos 

de perreras y de una clínica veterinaria, por lo que la convivencia con otros perros 

o la condición de enfermedad podrian haber sido la causa de la alta 

seroprevalencia determinada. Estas condiciones de los caninos estudiados en 

Brasil y Colombia podrían explicar las altas seroprevalencias encontradas en 
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comparación con las del presente estudio. Otra razón por la cual se encontraron 

bajas seroprevalencias, podria ser por una baja sensibilidad de la IFI, ya que la 

utilizada en el presente estudio no fue diseñada específicamente para la especie 

B. canis vogeli, sino que fue creada con antígeno de B. canis canis, sin embargo, 

es comercializada para detectar antícuerpos contra las tres especies de B. canís 

(Otranto et al .. 2010). 

En concordancia con el estudio de Minas Gerais, Brasil se determinó una 

mayor seroprevalencia en los perros viviendo fuera del Valle Central (10%, 

19/200) en comparación con los caninos viviendo dentro del Valle Central (2%. 

5/253) (p:S0,05), debido probablemente a las más altas temperaturas que se 

registran fuera del Valle Central. Se ha documentado que mayores temperaturas 

favorecen una infestación de los perros con garrapatas (Costa-Junior et al .. 

2009). Así, se determinaron Ja mayoría de seropositivos en las provincias de 

Guanacaste (17%, 13177) y Puntarenas {10%, 6/61). 

Las diferencias estadisticamente significativas determinadas entre los 

valores hematológicos de los caninos seropositivos y seronegativos, 

(hematocrito. hemoglobina. CHCM. monocitos y plaquetas), concuerda con lo 

descrito por Boozer y Macintire (2003). que señalan la anemia hemolítica y la 

trombocitopenia como las principales alteraciones hematológicas en los caninos 

seropositivos. Se han reportado varios mecanismos que pueden producir anemia 

hemolítica en caninos con babesiosis: el daño causado directamente por el 

parásito en el eritrocito, la fragilidad osmótica de las células infectadas, la 

producción de auto anticuerpos dirigidos hacia la membrana de los eritrocitos. la 

actividad eritrofagocitica aumentada de macrófagos inducida por factores 

hemolíticos sérícos y el daño inducido por el sistema de inmunidad secundaria 

después de la producción de anticuerpos de membrana antieritrocitos (Day, 

1999; lrwin, 2009; lrwin, 2010; Salem y Farag, 2014). 

Mientras. la trombocitopenia podría ser causada por la destrucción de 

plaquetas, por un incremento en el secuestro de plaquetas en el hígado o por 

una disminución en la producción de plaquetas (Stappendel, 1978, Feldman et 

al .. 1988 y Salem y Farag, 2014). 
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La monocitopenia no se ha observado con frecuencia en caninos con 

babesiosis por lo que su ocurrencia y causa deben de ser analizadas en estudios 

futuros (Vercammen et al., 1997, Furlanello et al., 2005). 

Es importante mencionar que pueden existir otros hemoparásilos 

transmitidos también por garrapatas como Hepatozoon canis, Ehrlichia canis o 

Anaplasma spp. (Barrantes-Gonzalez et al .. 2016; Montenegro et al., 2017) en 

los caninos seropositivos a 8. canis vogeli y que puedan también producir 

alteraciones en los valores hematológicos. 

Los caninos seropositivos presentaron mayor posibilidad de haber sido de 

talla mediana que los caninos seronegativos los, esto ooncuerda con lo reportado 

por Araujo et al. (2015). quienes encontraron que la raza mediana en caninos 

representaba un factor de riesgo para ser seroposilivos, sin embargo no se 

conocen las razones por lo que deberá ser analizado en estudios futuros. 

Los caninos seropositivos tuvieron 3 veces más posibilidad de vivir con 

más de tres perros que los seronegativos Mayor número de perros viviendo 

juntos podría representar una mayor probabilidad de exposición de éstos al 

veclor, y por lo tanto una mayor probabilidad de oontraer la babesiosis. El 

contacto con otros perros y su asociación con 8. canis vogeli no ha sido 

reportado a la fecha. 

Los caninos seropositivos tuvieron 4, 3 y 9 veces más posibilidad de 

presentar garrapatas. de tener de 1 a 1 O y de 25 a 50 garrapatas que los caninos 

seronegativos. respectivamente. Esto se debe a que los caninos que presentan 

garrapatas tienen una mayor probabilidad de infectarse con 8. canis vogeli que 

aquellos que no presentan garrapatas, un hallazgo que concuerda con lo 

encontrado por Costa-Junior et al. (2009) en el estado de Minas Gerais en Brasil. 

donde los caninos infectados con garrapatas presentaron también 3.1 veces más 

probabilidad de ser seropositivos que los caninos no infestados. 

Los caninos seropositivos presentaron 4 veces más posibilidad de 

presentar garrapatas de la especie R. sanguineus s. l. que los seronegativos Este 

hallazgo era de esperarse, ya que los parasitos de 8. canis voge/i son trasmitidos 

a perros susceptibles a través de la saliva de garrapatas de la especie R. 

sánguineus s.I. infectadas, mientras éstas se están alimentando. descubrimiento 
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que fue demostrado en 1936 por Regendanz y Muniz. (Dantas-Torres y Aguiar, 

2006) 

Los caninos seroposilivos tuvieron más posibilidad de presentar en et 

pasado en el pasado anorexia (3 veces), fiebre {6 veces), debilidad ( 4 veces), 

problemas respiratorios (4), pérdida de pelo (3 veces) y picazón (2 veces) que 

los caninos seronegativos. Los caninos seropositivos tuvieron 4 veces más 

probabilidad de presentar fiebre durante el examen objetivo general que los 

seronegativos. Anorexia, fiebre y debilidad son signos clínicos reportados para 

todas las especies de Babesia que infectan perros (lrwin, 2009, Solano-Gallego 

y Baneth, 2011, Solano-Gallego et al., 2016), mientras .que problemas 

respiratorios se han asociado más a caninos infectados con 8. canis rossi 

(Jacobson, 2006; Solano-Gallego el al., 2016). No se ha reportado a la fecha la 

pérdida de pelo ni picazón como factores asociados, ni como signos clínicos en 

caninos seropositivos. Se necesitan estudios futuros para conocer la razón por 

la cual la picazón y la pérdida de pelo se establecieron como factores asociados 

en la presente investigación. 

Ser de raza pura resultó ser un factor protectivo. El 9% de los caninos sin 

raza definida fueron seropositivos, mientras que sólo un 1% de los caninos de 

raza. Según lo indicado por Araujo el al. (2015) los caninos de razas puras, por 

lo general, viven en lugares más restringidos y tienen poco contacto con 

ambientes externos, lo que los protege de estar expuestos al vector de la 

babesiosis, la garrapata. Esta podria ser la causa de que raza pura resultara ser 

un factor proteclivo en nuestro estudio. Otros estudios han reportado que los 

caninos sin raza definida presentan mayor seroprevalencia con B. canis vogeli 

que aquellos perros de razas puras (Maía et al., 2007, Araujo et al., 2015). 

Frecuentar por años parques recreativos resultó ser un factor protectívo, 

el 10% de los caninos que visilaron parques recreativos sólo una vez, fueron 

·seropositivos, mientras que sólo el 3% de los que los visitaron por años, 

resultaron seropositivos. A la fecha no se ha reportado en la literatura este factor 

protectivo. Los caninos que visitaron el parque recreativo por primera vez no 

presentaron signos clínicos sugestivos de babesiosis significativamente 

diferentes a los caninos que visitaron por años el parque, a excepción de 
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anorexia, y tampoco presentaron mayor cantidad de garrapatas. Es posible, que 

los dueños de estos animales vieran a los investigadores en el parque realizando 

la investigación, y debido a la anorexia de sus perros, visitaran por primera vez 

el parque para incorporar a sus perros en la investigación. Se necesitan, sin 

embargo, más investigaciones para explicar y confirmar este hallazgo. 

Se identificó que los caninos seropositivos tuvieron 5 veces más 

posibilidad de vivir fuera del Valle Central que los caninos seronegativos. Esto 

puede deberse a las condiciones en las que vivían los caninos fuera del Valle 

Central. Las regiones fuera del Valle Central se consideran más rurales y con 

condiciones económicas más desfavorables que dentro del Valle Central . Una 

encuesta llevada a cabo en una ciudad mexicana y en tres comunidades rurales 

mostró que el nivel de supervisión de los perros varía con la condición 

socioeconómica, e indicó que las personas de zonas urbanas proveen de mejor 

alimento, refugio y medicina preventiva a sus perros que las personas de zonas 

rurales (Ortega-Pacheco el al .. 2007) 

Esto concuerda con nuestra investigación, ya que del total de factores 

asociados encontrados en este estudio, cuatro (convivencia con más de tres 

perros, presencia de garrapatas, presencia de garrapatas de la especie R. 

sanguineus s.f .. y grado de infestación con garrapatas) fueron significativamente 

más frecuentes en los caninos viviendo fuera del Valle Central (ps0,05), los 

cuales pueden haber incidido en la más alta seroprevalencia de babesiosis 

determinada en esos perros. Así un 26% de los caninos fuera del Valle Central 

convivieron con más de tres perros en comparación con el 6% de los caninos 

dentro del Valle Central, un 52% de los caninos fuera del Valle Central 

presentaron garrapatas mientras que solamente un 17% de los caninos dentro 

del Valle Central las presentaron, un 50% de los caninos viviendo fuera del Valle 

Central presentaron garrapatas de la especie R. sanguineus s.I, mientras que 

solamente en un 15% de · los ·Caninos viviendo dentro del Valle Central se 

encontró esta especie de garrapata. El 41 % de los caninos viviendo fuera del 

Valle Central presentaron dé 1 a 1 O garrapatas, el 8% de 1 O a 25 y el 4% de 25 

a 50 garrapatas, mientras que los caninos viviendo dentro del Valle Central 

solamente el 15%, el 1% y el 0,4% presentaron de 1 a 10, de 10 ¡;¡ 25 y de 25 a 
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50 garrapatas, respectivamente. Además, las condiciones climáticas que se 

presentan fuera del Valle Central pueden favorecer un alto nivel de infestación 

de los animales con garrapatas (Costa-Junior el al., 2009). Se conoce que 

condiciones de humedad menor a 50% y temperaturas más bajas que 18ºC 

impiden el desarrollo del ciclo biológico de la garrapata R. sanguineus s.I. (Maroli 

et al .. 1996). El fenómeno de diapausa que se define como la reducción del 

metabolismo en ciertos insectos, provocada por exposición a condiciones 

desfavorables (Obenchan y Galun, 1982), como la baja humedad y la baja 

temperatura o ausencia de hospederos. interfieren con el comportamiento de la 

garrapata incrementando el periodo de incubación de los huevos o inhibiendo la 

búsqueda de hospederos (Sonenshine , 1993). Por el contrario, la alta humedad 

y temperatura fuera del Valle Central podrían beneficiar el crecimiento y 

desarrollo de las garrapatas y así potenciar la inoculación del parásito de Babesia 

en los caninos. 

La IFI o en general las técnicas serológicas son útiles porque permiten 

determinar animales que han estado en contacto con el parásito, permiten 

detectar la presencia indirecta del agente, cuando el número de parásitos de 

Babesia en sangre es muy bajo (frotis) y es una técnica más barata que el PCR. 

Sin embargo, presenta algunos inconvenientes como lo son la reacción cruzada 

entre diferentes agentes babesiales. Otro inconveniente que presenta la IFI, es 

la díficultad de identificar infecciones act.ivas (Papadopoulos el al .. 1996; Galuppi 

el al., 2012, Ristic y Sibinovic, 1964; Todorovic, 1975, Dantas-Torres y Aguiar 

2006, Kubelová el al .. 2013}. 

4.2 Reacción en Cadena de Ja Polimerasa 

La prevalencia encontrada mediante la qPCR a nivel nacional de B. canis 

voge/i (31%, 1251400) fue mayor a la reportada en un estudio anterior mediante 

qPCR (8%, 12/144) realizado· por Rojas· el a/. (2014). La diferencia en la 

prevalencia encontrada en este estudio con respecto al estudio de Rojas pudo 

deberse a que el tamaño de la muestra (14<1) y la representatividad de ésta por 

regiones fueran insuficientes. En el estudio de Rojas et al. (2014) solamente se 

analizaron 144 muestras de cuatro regiones: Chomes en Puntarenas. Liberia en 
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Guanacaste, San Ramón en Alajuela y Kékoldi en Limón, en comparación con 

las 400 muestras recolectadas a nivel nacional y analizadas en el presente 

trabajo. 

Otro estudio con qPCR que reporta la presencia de 8 . canis vogeli en un 

único pueblo de Guanacaste (Nueva Esperanza) fue el realizado por Wei et al. 

(2015), que reportó una prevalencia de 20% (8/40), menor a la encontrada en 

nuestro estudio en la zona de Guanacaste (39%, 27/69), pero mayor a la 

encontrada por Rojas et al. {2014) en Liberia Guanacaste (8%, 3f36). La 

diferencia en los resultados también pudo deberse al tamaño de la muestra y a 

la representatividad de ésta. 

Otra razón por la cual se podrían presentar diferencias entre nuestro 

estudio y los estudios de Rojas et al. (2014) y Wei el al. (2015), podría deberse 

a la técn ica de qPCR utilizada. Rojas et al. (2014) amplificaron mediante qPCR 

un fragmento del gen de la proteina de choque térmico 70 (hsp70) de B. canis 

vogeli, utilizando sondas de hidrólisis; mientras que Weí et al. (2015) amplificaron 

un fragmento del ARNr18S de Babesia spp. utilizando sondas FRET, y mediante 

análisis de curvas de fusión determinaron la especie de 8abesia. En nuestro 

estudio se amplificó un segmento del ARNr18S de 8. canis vogeli y se utilizó el 

fluoróforo SYBR Green l. Se conoce que el SYBR Green 1 es un fluoróforo que 

interactúa con el surco menor del ADN de doble cadena, emitiendo 1000 veces 

más fluorescencia que cuando está libre en solución (Valasek y Repa, 2005). El 

inconveniente de los agentes intercalantes como el SYBR Green 1, cuando se 

compara con sondas de hidrólisis o con sondas FRET, es su capacidad de unión 

a ADN inespecífico de doble cadena generando señales inespecificas. Sin 

embargo, la escogencia adecuada de los iniciadores determinó en gran manera 

la especificidad de nuestra técnica. La especificidad de los iniciadores utilizados 

fue evaluada previamente por Vilhena el al. 2013 de la siguiente manera: 1) 

mediante pruebas in silico para evitar amplificación cruzada con otros agentes 

(utilizando información de las secuencias depositadas en las bases de datos del 

GenBank y ROP 11), 2) comprobando la amplificación de un 'control positivo a 8. 

canis vogeli y por ausencia de amplificación en muestras positivas a otros 

agentes y 3) por s.ecuenciación del ADN de muestras positivas para B. canis 
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vogeli. Además. la técnica de qPCR implementada mostró una alta eficiencia 

(103%) y especificidad, lo que se determinó mediante la curva estándar y el 

análisis de curvas de disociación, respedivamente. por lo que se descartan 

reacciones inespecificas (resultados falsos positivos). 

La eficiencia de la qPCR se define, como la fracción de moléculas de 

interés que son copiadas en un ciclo de PCR. Generalmente una eficiencia entre 

un 90 y un 110% se considera muy buena (Applied Biosystem. 2017). Si se tiene 

una eficiencia de un 100% se obtiene una pendiente de -3.33, esto significa que 

en cada ciclo de PCR se duplica el número de moléculas de ADN de interés 

(Sveca et al., 2015). También se comprobó que la qPCR implementada en el 

presente estudio resultó ser bastante especifica, ya que el análisis de curvas de 

disociación solamente mostró un produdo amplificado. Por estas razones se 

descarta que la qPCR implementada en el presetne estudio haya arrojado 

resultados falsos positivos. 

Otra de las razones por las cuales se determinó una alta prevalencia en 

nuestro estudio podría ser quizás, porque en el momento en que se realizó la 

toma de muestras se estaba empezando a diseminar la infección, por eso tantos 

perros positivos en qPCR y negativos aún en IFI. Sin embargo, se necesitará 

realizar otras investigaciones para comprobarlo. 

Mediante qPCR también se observó una mayor prevalencia de 8 . canis 

vogeli fuera del Valle Central {43%. 78/180). en comparación con la encontrada 

dentro del Valle Central (21% 47/220) (pS0,05). En contraste con los resultados 

de seroprevalencia obtenidos en el presente estudio, se determinó un alto 

porcentaje de perros qPCR positivos (38-56%) en todas las provincias fuera del 

Valle Central y en Alajuela y Cartago. Como ya se mencióno anteriormente, las 

condiciones en las que viven los caninos y el clima fuera del Valle Central, 

favorecen el crecimiento y desarrollo de las garrapatas, y por consiguiente la 

introducción de Babesia en los caninos. Los caninos qPCR positivos viviendo en 

la provincia de Alajuela, representan tanto a un cantón del Valle Central, Alajuela. 

como a un cantón fuera del Valle Central, San Carlos, casualmente los cañinos 

de San Carlos presentaron una alta prevalencia {77%), quizás esta es la razón 

por la cual la provincia de Alajuel'ª fue la más prevalente de todas. A pesar de 
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que Ja provincia de Cartago se caracteriza por un clima más templado como el 

que presentan las provincias de San José y Heredia. en las que se encontraron 

bajas prevalencias ( 15-16% ), en esta provincia se determinó una alta prevalencia 

{52%) del agente en los perros seronegativos, lo que puede indicar una infección 

reciente como también se estableció en las provincias de Alajuela y Limón. 

donde las prevalencias establecidas con el qPCR fueron mucho mayores a las 

seroprevalencias determinadas. Esto podría indicar una infección reciente de la 

población con el agente en el momento en que se tomaron las muestras 

(Kubelová el al., 2013). Esto concuerda con los resultados del trabajo de Rojas 

et al. {2014) en el cual no encontraron B.canis voge/i dentro del Valle Central. 

Otra razón de altas prevatencias en caninos seronegativos podría ser debido a 

que el sistema inmune de los perros infectados con 8. canis vogeli no detecte el 

agente y por lo tanto no seroconvierten, tal situación ha sido reportada en 

caninos infectados cronicamente por B. gibsoni que resultaron ser seronegativos 

(Birkenheuer el al., 1999). 

Se reporta por primera vez la presencia de B. canis vogeli en perros del 

Valle Central, ya que no se había reportado anteriormente (Rojas el a/., 2014). 

Tener propietario y vivir con una a cuatro o más personas resultaron ser 

factores asociados. Los animales qPCR positivos tuvieron 4 veces más 

probabilidad de tener propietario que los qPCR negativos. Los perros qPCR 

positivos tuvieron 4 ó 3 veces más probabilidad de vivir con una o cuatro 

personas o más de cuatro personas que los qPCR negatívos, respectivamente. 

Se esperaba que los caninos sin propietario presentaran mayor probabilidad de 

ser qPCR positivos (sólo 4 caninos de 37 caninos deambulantes) o seropositivos 

(3 caninos de 43 deambulantes), ya que su comportamiento deambulante los 

expone a mayor riesgo de contraer babesiosis al estar más expuestos al vector 

(Araujo el al .. 2015) o por no recibir tratamiento contra ectoparásitos. Sin 

embargo. esto no fue lo obseNado en este estudio. Un estudio realizado en el 

noreste de Italia encontró que no se encontraron diferencias significativas entre 

las prevalencias a B. canis entre caninos con y sin propietarios (Vascellarí et al., 

2016). Quizas, la razón por la cual tener propietario o vivir con una a cuatro o 

más personas resultara ser un factor asociado fu!lra porque los propietarios o 
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muchas personas viviendo en el hogar, cuidan de sus mascotas y encuentran 

garrapatas mas eficientemente. respectivamente, por lo que controlan 

infecciones con 8abesia a edades tempranas. Animales sin dueños o con menos 

dueños. posiblemente se enfrentan a edades más tempranas al agente, 

seroconvierten, y están protegidos por el resto de sus vidas de reinfecciones. 

Esta es una posible explicación de estos dos factores de riesgo, sin embargo 

hacen falta más investigaciones al respecto. 

Los caninos qPCR positivos tuvieron 3 veces más probabilidad de 

presentar de 11 a 25 garrapatas que los qPCR negativos, lo cual ha sido 

ampliamente reportado en la literatura (Dantas-Torres y Aguiar, 2006). 

Haber recibido tratamiento oral contra garrapatas también resultó ser un 

factor protedivo. El 34% de los caninos que no recibieron tratamiento oral 

resultaron ser qPCR positivos a 8. canis vogeli. mientras que sólo el 4% de los 

que recibieron tratamiento oral resultaron positivos. Aunque en este estudio 

también se evaluó la asociación entre el tratamiento tópico y parental y la 

seroprevalencia o prevalencia a 8. canis vogeli no se obtuvo asociación 

significativa entre estos tratamientos. En la literatura se reporta un estudio donde 

se evaluó la asociación entre el uso de acaricidas sobre los caninos y la 

seroprevalencia de 8. canis vogeli, pero no se determinó asociación {Araujo et 

al., 2015). En la actualidad se recomienda et uso de acaricidas tópicos con acción 

residual y resistencia al agua como una de las principales acciones para prevenir 

la babesiosis canina (Solano Gallego et al., 2016). 

Se identificó que los caninos qPCR positivos tenlan 3 veces más 

probabilidad de vivir fuera del Valle Central que los caninos qPCR negativos, 

debido probablemente a que los perros fuera del Valle Central viven en zonas 

más rurales y con condiciones económicas más desfavorables que los caninos 

dentro del Valle Central, y en condiciones climáticas que favorecen un alto nivel 

de infestación de los animales con garrapatas (Maroli el al., 1996; Ortega

Pacheco el al., 2007). 

Hasta la fecha no se había reportado la presencia de 8. canis vogeli en 

garrapatas de caninos en Costa Rica. En otros paises se han reportado 

porcentajes de infección de garrapatas con 8. canis vogeli recolectadas sobre 
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perros de 2.6% (6/235, Maranhlio, Brasil) y de 4.4% (7/160, Pernambuco, Brasil) 

(Barbosa-Silva et al., 2012; Araujo el al., 2015). En Tunisia, un estudio reportó 

un porcentaje de infección de 0.6% (1/160) (M'ghirbi y Bouattour, 2008) y en 

Japón de 0.5% (6/1136) (lnokuma et al., 2003). En nuestro estudio el ADN de B. 

canis vogeli fue encontrado en el 30% (421142) de las garrapatas, prevalencia 

mucho más alta que las determinadas en Brasil, Tunisia y Japón. Los estudios 

realizados en estos tres países utilizaron la técnica de PCR en punto final para 

identificar el agente infeccioso. En nuestro trabajo, la PCR punto final también 

determinó bajas prevalencias en perros y garrapatas a diferencia de la qPCR, 

esta pueda ser quizás una razón de haber detectado mayores prevalencias de 

infección en nuestro estudio con qPCR, ya que se conoce que la qPCR es por lo 

menos cuatro veces más sensible que la PCR en punto final (Chiang et al. 1996; 

Mosqueda et al., 2012). El bajo porcentaje de infección reportado por lnokuma 

et al. (2003) en garrapatas de Japón, menor al reportado en este estudio, era 

esperado, ya que se conoce que la garrapata R. sanguineus s.I. el vector natural 

de B. canis vogeli se encuentra distribuido principalmente en climas cálidos y de 

alta humedad (lnokuma el al., 1996), como los que se presentan en Costa Rica. 

Este alto porcentaje de infección con B. canis vogeli encontrado en las 

garrapatas también podrla confirmar la alta prevalencia en caninos en qPCR y 

no en la IFI, es decir una gran cantidad de caninos con posible infección reciente. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el 

porcentaje de garrapatas infectadas con 8. canis vogeli dentro del Valle Central 

(34%) y fuera del Valle Central (27%). Se encontraron dos especies de 

garrapatas infectadas con B. canis vogeli, R. sanguineus s.I. (n=41) y A. ovale 

(n=1 ). Nuestros resultados coinciden con lo que se reporta en la literatura, que 

el vector natural de B. canis vogeli es la garrapata R. sanguineus s.I. (Dantas

Torres. 2008). En este estudio se encontró, además una garrapata de la especie 

A. ovale infectada con B. canis vogeli, sin embargo, se deben realizar más 

estudios para cqmprobar si es o no un vector competente. A la fecha no se 

encontraron reportes de garrapatas de la especie A. ovale infectadas con B. 

canis vogeli. 
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Se identificaron 17 caninos seronegativos y qPCR negativos con 

garrapatas positivas. Estas garrapatas probablemente fueron recolectadas de 

los perros antes de que fueran infectados con B. canis vogeli ya que la 

inoculación requiere en promedio tres dias de alimentación para la transmisión 

del agente (Araujo et al., 2015). 

El presente estudio demostró que la qPCR es un técnica útil para la 

detección de B. canis vogeli en sangre y garrapatas de caninos. Algunos autores 

reportan una eficiencia y especificidad de un 100% (Dantas- Torres y Aguiar, 

2006; Martin et al., 2006). En casos de baja parasitemia es de gran utilidad 

utilizar la PCR, aunque pueden presentarse falsos negativos en casos de 

babesiosis crónica, por la eliminación del parásito en la sangre circulante del 

hospedador y su persistencia en medula ósea (Abutarbush et al. , 2012; 

Kubelova, el a/. , 2013). 

Aunque una parte de las muestras positivas en la PCR en punto final se 

confirmaron mediante qPCR (10/14 muestras caninas y 7/14 grupos de 

garrapatas) alrededor de un 40% de las muestras resultaron negativas en qPCR, 

con valores de CI entre 33 y 36. Esto puede haberse debido a una menor 

cantídad de ADN en el momento en que se procesaron las muestras mediante 

qPCR que a la hora de procesarlas por PCR en punto final , producto de la 

repetida manipulación por lo que no se encontraron dentro del rango de Ct 

considerado como positivo.Se conoce que tos procesos de congelación y 

descongelación promueven la degradacióndelADN (Gómez y Uribe, 2007). Otra 

razón podría ser, que las muestras de caninos y garrapatas que no amplificaron 

en el qPCR pertenecieran a otra especie de Babesia, como por ejemplo 8 . 

gibsoni reportada por Wei et al. en el 2015 en Guanacaste. Dos de las cinco 

muestras que se determinaron como Hepatozoon canis resultaron también 

positivas en qPCR (1 sangre y 1 garrapala), determinándose así la presencia de 

los dos agentes en estas muestras, lo cual ya ha sido reportado en la literatura 

(Pereira da Costa et al. , 2015). Caninos infectados con Babesia también se han 

reportado infectados con otros pátogenos tales como Leishmania spp., 

Ehrtichia/Anaplasma spp., Hepatozoon spp. o Rickettsia conorii. La coinfección 

con otros patógenos tiene gran importancia clínica ya que el diagnóstico se 
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complica, el pronóstico empeora, los signos clinicos se exacerban y la efectividad 

del tratamiento se reduce (Miro el al., 2013; Solano-Gallego el al., 2015}. 

La PCR de punto final presentó desvenlaías en comparación con la qPCR, 

consumió mucho más tiempo al utilizar geles de agarosa, además, los resultados 

se basaron en la discriminación de segmentos amplificados por tamaños, lo cual 

no fue preciso. En contraste. el hecho de que la sellal fluorescente en la qPCR 

fue detectada por un termociclador hizo esta técnica más sensible y objetiva 

(Chiang el al., 1996; Mosqueda el al., 2012). 

Con respecto a los primers PIRO·A1 y PIRO·B utilizados en la PCR en 

punto final, éstos no resultaron ser específicos para la detección del género 

Babesia, lo que no concuerda con estudios anleriores (Foldvári et al., 2005; 

Olmeda et al. , 1997 y Muhlnickel el al., 2002; Jefferies el al., 2003). Luego de 

secuenciar las muestras en las que se observaron bandas en el gel de agarosa 

cercanas a los 450 pb se obtuvieron secuencias de Hepatozoon canis. este 

hallazgo ya había sido reportado (O'Dwye et al., 2009). 

4.3 Situación epidemiológica de la babesiosis canina en Costa Rica 

Al comparar los resultados de la IFA con la qPCR se estableció una 

prevalencia mucho mayor (31%) que la seroprevalencia (5%). Estos hallazgos 

podrian indicar que un gran número de caninos (111} se detectaron en una fase 

de infección temprana, en la que aún no presentaban anticuerpos (qPCR 

positivos y serológicamente negativos}, indicando una reciente diseminación del 

agente en la población en el momento de la recolecta de las muestras de sangre. 

Esto concuerda con los hallazgos de garrapatas qPCR positivas sobre caninos 

seronegativos y qPCR negativos. En la literatura se reporta que las garrapatas 

necesitan alimentarse al menos tres días en sus hospedadores caninos, para 

transmitir la Babesia, mientras que los anticuerpos contra B. canis vogeli se 

desarrollan en los caninos dos a tres semanas después de la infección 

(Vercammen el al., 1997). Los 111 caninos no presentaron signos clínicos 

significativos de babesiosis, ni presentaron valores hematológicos diferentes a 

los caninos negalivos, lo que concuerda con una infección temprana (Krause et 

al., 1996). 
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Un total de siete caninos resultaron tanto seropositivos como qPCR 

positivos. lo que indica una infección activa de los caninos en el momento de la 

toma de muestra. Se cree, que los animales probablemente se hayan infectado 

un tiempo atrás (al menos hace 21 días, que es lo que duran en aparecer los 

anticuerpos antibabesiales en el perro), mientras que en doce perros se 

establecieron infecciones pasadas (seropositivos y qPCR negativos). En la 

literatura se indica, que los anticuerpos pueden ser diagnosticados hasta 420 

días post-infección en en el perro (Fukumoto et al., 2004). 

La combinación de técnicas serológicas con técnicas moleculares permitió 

determinar perros con infección reciente (111), activa (7) o pasada (12). 

permitiendo entender la ~ituación epidemiológica de la babesiosis canina en 

Costa Rica. Se concluye, que la babesiosis canina pareciera ser una infección 

con reciente diseminación en la población ca.nina, tanto dentro como fuera del 

Valle Central, encontrándose más prevalente en perros y sus garrapatas fuera 

del Valle Central. 
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S. Conclusiones 

• La seroprevalencia de Babesia spp. a nivel nacional fue de 5%, en caninos 

dentro del Valle Central de 2% y fuera del Valle Central de 10%. 

• Las variables hematológicas mostraron diferencias estadisticamente 

significativas entre de los perros seroposilivos y seronegatívos. Los 

caninos seroposilivos presentaron con mayor frecuencia trombocitopenia 

(62%}. monocitopenia (58%), y anemia, con valores bajos en la CHCM 

(50% }. en el hematocrito ( 42%} y en la hemoglobina (38% }. 

• Los factores asociados a seropositividad fueron: vivir fuera del Valle 

Central, ser perro de talla mediana, habitar con más de tres perros, grado 

de infestación con garrapatas, presencia de garrapatas, presencia de la 

especie de garrapata R. sanguineus s.I., haber presentado en el pasado 

anorexia, fiebre, debilidad, pérdida de pelo, problemas respiratorios y 

picazón y haber presentado en el examen objetivo general fiebre. Mientras 

que, raza pura y frecuentar por años el parque recreativo, fueron factores 

protectivos asociados a seropositividad. 

• La prevalencia de B. canis vogeli en sangre de caninos a nivel nacional 

de 31 %, dentro del Valle Central de 21% y fuera del Valle Central de 43%. 

• No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 

valores hematológicos de los caninos qPCR positivos y negativos. 

• Los factores asociados a positividad (qPCR) fueron: vivir fuera del Valle 

Central, vivir con una a más de cuatro personas, tener propietario, y el 

grado de infestación con garrapatas. Mientras que, el tratamiento oral 

contra garrapatas resultó ser un factor protectivo asociado a positividad. 

• En un 30% de las garrapatas de perros analizadas se presentó 8. canis 

vogeli, 41 R. sanguineus s.I. y 1 A. ovale. 
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• B. canis vogeli fue la única especie de Babesia presente en sangre y en 

garrapatas de perros. 

• De los 130 caninos positivos. ya sea en IFI o qPCR, el 85% (11 1/130) 

presentaron infección reciente, el 5% (7/130) infección activa y el 9% 

(12/130) infección pasada, tanto dentro (n=42, 1 y 3, respectivamente) 

como fuera del Valle Central (n= 69, 6 y 9, respectivamente). 
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6. Recomendaciones 

• Utilizar la técnica qPCR desarrollada en el presente trabaío para 

determinar prevalencias en caninos y garrapatas a B. canis vogeli y no la 

PCR en punto final evaluada. 

• Informar a la comunidad médica veterinaria nacional sobre las 

alteraciones hematológicas asociados a seropositividad a B. canis vogeli 

para que se incorporen al diagnóstico de babesiosis y realizar futuros 

estudios para determinar la ocurrencia y causa de la monocitof)Elnia en la 

babesiosis canina 

• Informar a la comunidad médica veterinaria nacional sobre los factores de 

riesgo asociados a seropositividad a B. canis vogeli para que se 

incorporen al diagnóstico de babesiosis y realizar futuros estudios para 

conocer la razón por la cual perros de talla mediana, habitar con más de 

tres perros, picazón y pérdida de pelo son factores de riesgo y frecuentar 

por años el parque un factor protectivo. 

• Informar a la comunidad médica veterinaria nacional sobre los factores de 

riesgo asociados a positividad a 8. canis vogeli para que seincorporen al 

diagnóstico de babesiosis y realizar futuros estudios para conocer la razón 

por la cual vivir con una a más de cuatro personas o tener propietario 

resultaron ser factores de riesgo. 

• Realizar futuros estudios para buscar otros hemoparésitos asociados a B. 

c;¡nis vogeti y transmitidos también por garrapatas para evaluar como las 

infecciones múltiples pueden alterar los valores hematológicos y 

asociarse a factores de (iesgo. 
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• Realizar futuros estudios que permitan identificar otras especies de 

Babesia en caninos y garrapatas de Costa Rica. 8. gibsoni ha sido 

reportada únicamente en un pueblo de Guanacaste. sería importante 

conocer su distribución y prevalencia a nivel nacional. 

• Determinar la seroprevalencia actual, para confirmar la posible reciente 

diseminación del agente en perros de Costa Rica. 

• Utilizar técnicas serológicas y técnicas moleculares ya que facilitan 

determinar infecciones recientes. activas y pasadas en la población. 
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8. Anexos 

Anexo 1. Sinopsis de las diferencias estadísticamente significativas de los 

valores hernatológicos encontrados en todo el estudio en caninos con respecto 

a B. canis vogeli. 

Grupos a comparar' Valor 
Prueba Hematológico 

con P s 0,052 

Hematocrito 
Hemoqlobina 

IFI Seroposilivos Seronegativos CHCM 
Monocitos 
Plaquetas 

IFI y Positivos (IFI y qPCR) Negativos (IFI y qPCR) CHCM 
aPCR 

1 .. 
Los valores hematolog1cos fueron menores en los grupos pos1t1vos para ambas 

técnicas. 
' No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los valores 
hematológicos de los caninos qPCR positivos y qPCR negativos. entre los canínos 
seropositivos·qPCR negativos y los caninos negativos ni entre los caninos qPCR 
positivos-seronegativos y los caninos negativos. 
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Anexo 2. Sinopsis de los factores asociados a los caninos seropositívos o 

positivos a B. canis vogeli en todo el estudio. 

Prueba Riesao/Protección Factores asociados a babesiosis,valor de P S 0,05 
Riesgo Fiebre 
Riesoo Talla mediana 
Riesgo Picazón en el pasado 
Riesoo Fiebre en el pasado 
Riesao Fuera Valle Central 
Riesao Anorexia en el pasado 
Riesao Debilidad en el oasado 

IFI Riesaa Presencia de garrapatas 
Riesao Presencia de R. sanouineus s.I. 
Riesao Pérdida de oelo en el oasado 
Riesao Más de 3 perros aue habiten can el perro 
Riesao Problemas respiratorios en el oa'sado 
Rie . .,,o Grado de infestación con garrapatas (1-10, 25-50) 

Protección Raza oura 
Protección Frecuencia de visitas a oaraues Caños) 

Riesgo Fuera del Valle Central 

qPCR 
Riesgo Los oerros con orooietario 
Riesao Caninos can 11-25 garrapatas 
Riesao Cantidad humanos aue habitan can el perro (1-4, >4) 

Protección Tratamiento oral contra aarraoatas 




