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RESUMEN

La babesiosis canina es una enfermedad producida por un parasito del
género Babesia, que ocasiona la destruccién de los glébulos rojos, causando
manifestaciones clinicas sistémicas gue van desde leves hasta severas. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la seroprevalencia y la prevalencia
de Babesia spp. en caninos dentro y fuera del Valle Central de Costa Rica,
establecer la presencia de Babesia spp. en garrapatas, e identificar los factores
de riesgo y las alteraciones en los valores hematologicos asociados a la
babesiosis canina.

Mediante Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) se determind una
seroprevalencia de B. 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 (p=0.05) en
comparacion con los caninos seronegativos. Los siguientes factores se
asociarona caninos seropositivos a Babesia canis vogeli: vivir fuera del Valle
Central, talla mediana, vivir con mas de tres perros, grade de infestacion con
garrapatas, presencia de garrapatas y presencia de la especie Rhiphicephalus
sanguineus s.l. y 1 de la especie Amblyomma ovale, presentar en el pasado
anorexia, fiebre, debilidad, pérdida de pelo, problemas respiratorios y picazon y
presentar fiebre en el examen objetivo general

Mediante PCR en tiempo real (gFPCR) se determind una prevalencia de B.
canis vogeli global de 31% (125/400), 21%(47/220) dentro del Valle Central, y
43% (78M80) 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.|. Los siguientes factores de riesgo fueron asociados a caninos
gPCR positivos a B. canis vogeli: vivir fuera del Valle Central, tener propietario,
vivir con solamente una o con mas de cuatro personas, y grado de infestacion
con garrapatas. Se identificaron 111 caninos con infeccién temprana, 7 caninos
con infeccion activa y 12 caninos con infecciones pasadas. Se determino que la
PCR en punto final no fue especifica para identificar el género Babesia en perros
¥ sus garrapatas. Se establecid Unicamente una especie de Babesia presente
en sangre de perros y sus garrapatas: B. canis vogell.

vii



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 the prevalence of Babesia spp in dogs
inside and outside the Central Valley of Costa Rica. Also, the presence of Babesia
spp in ticks, the risk factors and the hematological alterations associated with
canine babesiosis.

Indirect Immunofiuorescence (IF1) determined a seroprevalence of 5%
(24/453) of Babesia canis vogeli at national level, 2% (5/253) in the Central Valley
and 10% (19/200) outside the Central Valley. Seropositive canines presented
thrombocytopenia, monocytopenia and anemia (p=0.05). The following risk
factors were associated with seropositive canines to B. canis vogeli: 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 Rhiphicephalus sanguineus s., presenting anorexia, fever,
weakness, hair loss, breathing problems, itching in the past and presenting fever
in the general objective exam. Real-time PCR (gPCR) determined a global
prevalence of B. canis vogeli of 31% (125/400), 21% (47/220) in the Central
Valley, 43% (78/180) outside the Central Valley, while 30% (42/142) of ticks
collected on dogs were infected, 41 of them with the species R. sanguineus s.\.
and 1 with Amblyomma ovale. The following risk factors were associated with
canine gPCR positive B. canis vogeli: 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. It 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. Introduccion

1.1 Antecedentes y definicion

A finales del siglo XIX Babes identificé microorganismos presentes en
eritrocitos de ganado en Rumania como la causa de hemoglobinuria o la llamada
fiebre roja del agua. Mas tarde Babes encontré organismos similares en
eritrocitos de ovejas (Babes, 1888). Estos agentes fueron seguidamente
llamados Babesia bovis y Babesia ovis, respectivamente, y el género fue llamado
Babesia en honor a Babes (Solano-Gallego y Baneth, 2011).

En 1893 Smith y Kilbourne establecieron al Pirosoma como el agente
causal de la fiebre del ganado de Texas, al cual se le llamé Babesia bigemina
(Smith y Kilbourne, 1893), un hallazgo significativamente historico, debido a que
este piroplasma fue el primer patégeno conocido de vertebrados transmitido por
artropodos (Hunfeld ef al., 2008).

Mas de 100 especies de Babesia infectan un amplio rango de animales
domesticos y silvestres, de las cuales principalmente dos especies se han
asociado a la babesiosis humana, Babesia divergens y Babesia microti (Vannier
y Krause, 2012; Solano-Gallego et al., 2016).

La babesiosis es producida por un protozoario que pertenece al género
Babesia, al phylum Apicomplexa, a la clase Piroplasmea y al orden Piroplasmida
(Rodriguez-Morales, 2007, Solano-Gallego y Baneth 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 la destruccion de los
glébulos rojos causando manifestaciones clinicas sistémicas que van desde
leves hasta severas (Solano-Gallego y Baneth, 2011).

1.2 Etiologia, importancia y distribucion de babesiosis en caninos

Durante mucho tiempo se asumid la existencia de Unicamente dos
especies capaces de infectar a perros, una de gran tamafo y otra de pequefio
tamaro, Babesia canis y Babesia gibsoni, respectivamente (Boozer y Macintire
2003). La introduccion de técnicas moleculares permitio el diagnéstico de nuevas
especies, imposibles de determinar morfolégicamente. De este modo, la forma



grande (8. canis), inicialmente se subdividid en tres subespecies: Babesia canis
vogeli, Babesia canis rossi y Babesia canis canis, posteriormente se descubrid
otro piroplasma grande a la que se refirid como la forma grande Babesia spp.
(Suarez-Rey et al., 2011). B. canis vogeli, B. canis rossi y B. canis canis son
idénticas morfoldgicamente pero se ha demostrado que presentan variaciones
importantes en cuanto a los signos clinicos, la distribucion geografica, la
especificidad vectorial y las caracteristicas genéticas, por lo que actualmente se
consideran especies separadas (Solano y Baneth 2011).

Dentro de los pequefios piroplasmas, aparte de B. gibsoni, también se ha
descrito a Babesia conradae (Kjemtrup y Conrad, 2008; Kjemtrup el al., 2006),
Babesia 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 sinonimos como Babesia vulpes sp.
nov. debido a que no presenta una fase en los leucocitos como Thedleria y no
infecta a humanos ni roedores como 8. microfi por lo que filogenéticamente se
clasifica como una especie separada. Ademas, se nombra asi por su hospedero
natural el zorro rojo Vulpes vulpes (Baneth et al., 2015).

La distribucidén geografica de estos protozoarios esta limitada por los
rangos ecologicos de sus garrapatas vectores. A excepcion de B. gibsoni, cuya
rapida y reciente distribucion se le atribuye a la transmision de canino a canino
sin mediar un vector (lrwin, 2009), B. canis rossi es transmitida por
Haemaphysalis leachi y se encuentra en Surafrica y el este de Sudan, y es la
especie mas patogénica cuando se compara con B. canis vogeliy B. canis canis.
Por otra parte, la infeccion por B. canis canis es transmitida por Dermacentor
reticulatus y se distribuye en Europa y Asia. La infeccion por B. canis vogeli es
transmitida por Rhipicephalus sanguineus sensu lato y esta distribuida en el norte
y sur de América, en Europa, en el este y sur de Africa, Australia y Japén (Solano-
Gallego et al., 2008; Solano-Gallego y Baneth, 2011). En el Cuadro 1 se detalla
la morfologia, la sinonimia, los vectores, el tamafio, la apariencia citolégica, la
distribucion geografica y la relevancia zoondtica de las diferentes especies de
piroplasmas encontradas en pemos (Sclano-Gallego y Baneth, 2011; Suarez-
Rey et al. 2011),



En América Latina se han reportado casos de infeccion por diferentes
especies de Babesia en perros. Un estudio Fle'q._-'adﬂ a cabo por Friche-Passos el
al. (2005) determind mediante caracterizacibn molecular que en Brasil la
babesiosis canina es causada por el protozoo B. canis vogeli. Ademas, Maia et
al. (2007) determinaron una seroprevalencia de B. canis vogeli de 18.8%
(95/505), mediante el ensayo de inmunofluorescencia indirecto (IF1) en el estado
de Minas Gerais de Brasil.

En Buenos Aires de Argentina un estudio publicado por Eiras et al. (2008)
indicd una prevalencia de 0.2% de caninos infectados con piroplasmas grandes
de Babesia mediante observacion 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 amplificacion (PCR
convencional) y secuenciacion del gen ARNr 185 (Criado-Fornelio et al., 2007).
En Colombia, Vargas-Hernandez et al. (2012) estudiaron caninos de las
ciudades de Bogota, Villavicencia y Bucaramanga, provenientes de albergues
animales, clinicas veterinarias y perros usados para la deteccion de explosivos
y reportaron una seroprevalencia de B. canis vogeli de 51.6% mediante la IFl y
un 5.5% de muestras positivas para Babesia spp. mediante la amplificacion por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional del gen ARNr (ARN
ribosomal) subunidad pequefa. En Nicaragua, Wei et al. (2014), reportaron una
prevalencia de 26% (10/39) de Babesia spp., 4 eran B. gibsoni y 6 B. canis
vogell.

En Costa Rica se han reportado estudios sobre presencia y prevalencia
de babesiosis bovina y equina (Hermans et al., 1994; Pérez et al., 1994; Alvarez
et al., 1996; Pérez et al., 1996; Pineda, 1998; Posada, 2012; Shebish et al,
2012). Recientemente, un estudio realizado por Rojas et al. (2014) indico una
prevalencia de un 8% (12/146) de B. canis vogeli en caninos de cuatro diferentes
regiones de Costa Rica (San Ramén de Alajuela, Chomes de Puntarenas, Liberia



Cuadro 1. Morfologia, sinonimia, vectores, tamafio, apariencia citolégica, distribucion geografica y relevancia zoondtica de las

diferentes especies de piroplasmas que infectan 2 la especie canina.
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de Guanacaste y Kékoldi de Limén), mediante la técnica de PCR convencional y
PCR en tiempo real, identificando el gen ARNr 1838, Wei et 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. Ademas,
hallaron dos especies de Babesia, una de gran tamafio y una de pequefio
tamario, B. canis vogeli y B. gibsoni, respectivamente.

Mo se han reportado hasta la fecha infecciones humanas con especies de
Babesia que infectan a los perros y gatos, sin embargo, estos animales de
compaiia son fuente de infeccion de garrapatas para humanos (Lempereur el
al., 2011). Hasta la fecha existe controversia sobre el potencial zoonético de las
especies B. canis rossi, B. canis vogeli y B. canis canis (Dantas-Torres y Aguiar,
2006; Otranto et al., 2009).

1.2 Transmisién 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 parasito alcanza su completo desarrollo, estado adulto
o fase sexual y es el encargado de brindarle al parasito alimento y proteccién. La
gametogonia y la esporogonia se desarrollan en el vector (hospedador
invertebrado, garrapata), que se define como un hospedador capaz de mantener
un parasito, que en la mayoria de los casos no mostrard sintomas de la
enfermedad, y que es capaz de transmitirle (Figura 1) (Quirés-Romero, 2005;
Chauvin ef al,, 2009).

La ruta por la cual la mayoria 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
glandulas salivales de las garrapatas al tejido subcutaneo y la sangre del
hospedador (lrwin, 2010). Una vez que los esporozoitos se encuentran en los
eritrocitos, se inicia la merogonia, se diferencian en trofozoitos, los cuales se
dividen asexualmente por fisibn binaria en dos o algunas veces cuatro

merozoitos. Los merozoitos salen del eritrocito e invaden nuevos eritrocitos,



continuando el ciclo de replicacion en el hospedador. Unos pocos merozoitos
cesan su division 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 fase se denomina gametogonia. Unas
pocas horas después de la ingestion, aparecen cuerpos elongados semejantes
a rayos con forma de punta de flecha llamados cuerpos de rayo o Strahlenkrper,
se cree gue estos cuerpos son gametos. Seguidamente, en el lumen del intestino
los cuerpos de rayo se fusionan formando un cigoto diploide con una organela
con forma de punta de flecha que facilita la penetracién en la célula (Irwin, 2010,
Montes-Farah et al, 2012; Schnitiger 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 mévil llamado
ooquinetos, los cuales escapan del intestino e invaden los tejidos del cuerpo de
la garrapata; la invasion del ovario en las garrapatas hembra resulta en muchos
huevos infectados con Babesia (transmision transovarica) (Chauvin ef al., 2009).
El desarrollo posterior de Babesia se lleva a cabo mediante multiplicacion
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 infeccién pasa de un estadio a
otro (transmision transestadial). Algunos quinetos también invaden las glandulas
salivales de las garrapatas. Aqui el parasito forma un esporoblasto
multinucleado. Nuevamente se desarrollan esporozoitos que seran inyectados
dentro del hospedador con la saliva de la garrapata durante la alimentacion con
sangre del hospedador. Los esperozoitos representan la fase infecciosa del
parasito, es decir, la forma en que éste se introduce en los hospedadores
(Chauvin ef al., 2009, Hunfeld et al., 2008). Otras vias por las cuales los perros
se pueden infectar con Babesia son las que ocurren como resultado de la
transmision transplacental de la madre a los neonatos y por la transfusion de
sangre infectada (Jacoby et al., 1980; Irwin, 2010; Herwaldt et al., 2011).
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Figura 1. Ciclo de vida general del género Babesia,

La fase de merogonia en los hospedadores vertebrados es asincronica y pueden aparecer varios
estadios de division al mismo tiempo en la sangre: formas anaplasmoides (aparecen justo
después de la penelracion en los eritrocitos), formas ovoides o redondeadas (trofozoitos), formas
en division y merozoitos que resultan de la fision binaria, los cuales tienen forma de pera y se
unen por sus extremos puntiagudos. La fase de la gamogonia ocurre en las células del intestino
de la garrapata. Los quinetos o esporoquinetos formados por division asexual de ooquinetos
ocurre en varios organos de la garrapata (fase de esporogonia). La diferenciacion final de
esporozoitos ocurre en las glandulas salivales de la garrapata. Tomado de Chauvin ef al., 2009,

1.4 Patogénesis y manifestaciones clinicas en caninos

Los efectos de la enfermedad producida por el género de Babesia en los
perros puede ir desde condiciones subclinicas a severas, e inclusive
enfermedades fatales. La determinante critica de esta patogénesis variable es la
especie de piroplasma que infecta al animal, aunque otros factores, tales como
edad o inmunidad del hospedero canino, asi como, infecciones concomitantes
pueden jugar un papel importante en la variabilidad de la patogenicidad de la
enfermedad (Brandao ef al,, 2003; Irwin, 2009; Irwin, 2010). La mayoria de
caninos con babesiosis desarrollan anemia hemolitica y trombocitopenia junto
con grados variables de apatia, letargia, anorexia, palidez de las membranas

mucosas, hipertermia, hemoglobinuria e ictericia, deshidratacion, pérdida de



peso, dolor abdominal y sensibilidad de los rifiones a las palpitaciones (Dantas-
Torres y Aguiar, 2006; lonita ef 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 infeccién éste
generalmente permanece bajo. Se conoce que la presencia de una combinacion
de hemdlisis extravascular e intravascular no solamente es resultado del dano
directo inducido por el parasito en los glébulos rojos, sino tambien por el
incremento de la fragilidad osmética de las células infectadas, por el dano
mediado por inmunidad secundaria y por el dafio oxidativo producto de ciertas
toxinas hemoliticas en la membrana del eritrocito (Irwin, 2009; Irwin, 2010).

Se conoce que B. canis rossi causa las manifestaciones mas severas de la
enfermedad, entre las especies de Babesia grandes que infectan perros. Los
perros infectados con B. canis rossi pueden presentar manifestaciones clinicas
que han sido categorizadas como: (1) no complicada o con una afectacion no
comprometida o relativamente comprometida del sistema circulatorio (con un
buen pronostico) o (2) complicada o con una circulacidn sanguinea
comprometida {(con un pobre pronéstica). Si en la enfermedad categorizada
como con un buen prondstico, la anemia es moderada o leve y no hay evidencia
clinica de disfuncién o dafio de érganos, los perros son tratados con drogas anti-
babesia (las mas utilizadas son aceturato de diminaceno y el dipropionato de
imidocarb), y si es necesario también con transfusiones sanguineas, usualmente
recobran la salud y tienen una alta tasa de sobrevivencia. Por el contrario, en los
casos categorizados con un pobre pronostico y donde las manifestaciones
clinicas son complicadas, se presenta dafio de 6rganos caracterizada por
anemia severa y hemoconcentracion o disfuncion de érganos; y se requerira
tratamiento intensivo en un centro de atencion médico de emergencia veterinaria
(Jacobson, 2006; Solano-Gallego y Baneth, 2011).

Las manifestaciones clinicas que causa la enfermedad no complicada son
fiebre, letargia, anorexia, palidez de las membranas mucosas y esplenomegalia.
Entre las manifestaciones clinico-patolégicas estan anemia leve o moderada,

fuerte respuesta inflamatoria, trombocitopenia, leucocitosis pigmentaria,



bilirrubinemia vy bilirrubinuria (Reyers et al., 1998; Solano-Gallego, Trotta et al.,
2008; Solano-Gallego y Baneth 2011).

Entre las manifestaciones clinicas presentes en la enfermedad complicada
estan: anuria, ictericia, hipotension, sindrome de dificultad respiratoria aguda,
vomito, diarrea, pancreatitis, mialgia, rabdomiolisis, ascitis, edema pulmonar,
afectacion renal y cerebral, manifestaciones hiperagudas y shock. Entre las
manifestaciones clinicopatologicas se encuentran alteraciones respiratorias
acido-base y metabolica mixta (acidosis metabodlica y alcalosis respiratoria),
azotemia renal, coagulopatia, coagulacién intravascular diseminada (CID),
anemia hemqlitica inmunomediada, hipoglicemia e hiperlactemia (Leisewilz, et
al., 2001; Keller et al.,2004; Jacobson, 2006; Solano-Gallego y Baneth, 2011).

B. canis canis causa una enfermedad que va desde severa a leve, en la cual
la parasitemia es a menudo baja y no esta necesariamente correlacionada con
la severidad de la enfermedad clinica. Los principales signos clinicos son fiebre,
anorexia, letargia, deshidratacion e ictericia. La mayoria de perros infectados con
B. canis canis presentan trombocitopenia severa a media, anemia regenerativa
normocrémica y no normocrémica de moderada a leve, anemia regenerativa
infrecuente, neutropenia, pigmenturia, bilirubinemia y bilirubinuna (debido a
hemdlisis) (Solano-Gallego et al., 2008; Solano-Gallego y Baneth, 2011).

B. canis vogeli usualmente causa una enfermedad clinica, moderada, leve
o subclinica, la cual a menudo acompafia a otras enfermedades o afecta a perros
esplenectomizados. La anemia hemolitica severa o fatal es posible en perros
jovenes y cachorros. Se han encontrado perros adultos galgos en los Estados
Unidos sero-reactivos para B. canis vogeli que son cominmente categorizados
como clinicamente saludables. Los principales signos clinicos encontrados en
infecciones con B. canis vogeli son fiebre, letargia, anorexia e ictericia, y las
anormalidades de laboratorio mas importantes encontradas son anemia
hemolitica regenerativa mediada por inmunidad, anemia no regenerativa,
leucocitosis, leucopenia y trombocitopenia (Solano-Gallego y Baneth, 2011). En
Costa Rica, Rojas et al. (2014) determinaron que el 100% de los perros
infectados con B. canis vogeli presentaron anemia, un 29% valores bajos de
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empaquetado de volumen celular (PCV) y una asociacion significativa entre la
infeccién con el patégeno y la infestacion con R. sanguineus s 1.

1.5 Diagnostico

El diagnéstico de infecciones con Babesia se basa usualmente en la
deteccion del parasito en frotis de sangre periférica tefida con el método de
Giemsa o Wright (Dantas-Torres y Aguiar 2008; Oyamada et al, 2005
Skotarczak, 2007). Este método es el mas ampliamente usado como diagnéstico
rutinario en medicina veterinaria, debido a que posee muchas ventajas, tales
coma 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 entre especies (Oyamada ef al., 2005; Skotarczak
2007). Otra desventaja que presenta eslta técnica es que se necesita una alta
cantidad de parasitos en la sangre para que sea detectada, lo cual es sclamente
posible en casos agudos. En casos cronicos o subclinicos la confirmacion
parasitologica fundamentada en métodos basados en morfologia no es posible
{Dell' Porto et al., 1993). Ademas, se debe poner especial atencion en la fuente
de sangre recolectada, ya que la sangre periférica es util sclamente para delectar
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.
canis rossi se adhieren a las células del endotelio v su diagnéstico usando este
metodo es solamente factible si la muestra de sangre es tomada directamente
de sangre capilar de la oreja o de |a piel de la cola, ya que esta contiene un alto
porcentaje de eritrocitos infectados con esta especie (Mosqueda et al., 2012).

Cuando el numero de parasitos de Babesia en sangre es muy bajo para
ser detectado, la busqueda 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 serologicos se utiizan para identificar perros portadores
asintomaticos, diagnosticar infecciones cronicas e infecciones pasadas. El
ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo inmunoenzimatico

ligado a enzimas (ELISA) son las técnicas mas utilizadas, son altamente
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sensibles y especificas para la deteccién de anticuerpos en caninos (Dantas-
Torres y Aguiar 2008).

La IFl es facil de llevar a cabo, pero requiere una buena calidad del
antigeno, lo cual, algunas veces es dificil de obtener. Ademas, requiere de un
profesional experimentado y de un microscopio de fluorescencia, con esta
tecnica 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, IFl consume mucho
tienpo, principalmente porque la lectura de cada muestra puede tomar varios
minutos (Bose y Peymann, 1994),

El método ELISA tiene la ventaja de ser un ensayo no subjetivo, capaz de
leer un gran numero de muestras facilmente y presenta una mayor especificidad
que la IFl. Existen diversas versiones de ELISA desarrollada en laboratorios para
detectar diferentes especies de Babesia, tales como B. divergens, B. bigemina,
Babesia caballi B. bovis y B. canis (B. canis vogeli, B. canis rossi y B. canis
canis) (Purnell et al., 1976; O'Donoghue et al.,, 1985; Weiland, 1986; Waltisbuhl
et al., 1987, Furuta ef al., 2009). En sus inicios el método ELISA usaba antigeno
crudo purificado de sangre infectada, lo que ocasionaba mucha reaccion cruzada
(Morzaria et al, 1992). Actualmente se han desarrollade antigenos
recombinantes que aumentan la especificidad al disminuir la union y la senal
inespecifica (Bose y Peymann, 1994; lkadai et al., 2000), como por ejemplo la
metodologia desarrollada por Fukumoto et al. (2001) que detecta la presencia
de anticuerpos conifra Babesias permitiendo diferenciar entre sueros de perros
infectados con B. gibsoni y sueros de perros infectados con B. canis.
Actualmente se cuenta con un ELISA comercial para detectar B. canis (AFOSA,
2017).

Es importante sefialar que después de la infeccion, se pueden presentar
anticuerpos especificos contra el parasito por varios meses, o tales anticuerpos
pueden tomar dias o semanas para desarrollarse en un animal infectado. Por lo
tanto, el valor diagnostico del ensayo serolégico es pobre en ausencia de signos
clinicos y datos del historial clinico del paciente (Oyamada et al, 2005;
Mosqueda et al., 2012). En este caso los métodos moleculares dirigidos a
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detectar dcidos nucleicos han sido muy Utiles. Técnicas moleculares, como la
PCR y el analisis de secuencias, han sido usados para el diagnostico laboratorial,
para estudios epidemiolégicos y analisis filogenéticos de Babesia. Las ventajas
de los metodos moleculares sobre el frotis sanguineo son su alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion del patégeno de interés en sangre. Al usar esta
tecnica molecular se puede determinar y diferenciar entre diversas especies de
Babesia (Oyamada el al, 2005). La primera deteccion de Babesia mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue reportada en 1992
para las especies B. bovis (Fahrimal ef al.,, 1992), B. bigemina (Figueroa et al.,
1992) y B. microti (Persing et 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 mas sensible pero mas costosa, consume mas tiempo y el
riesgo de autocontaminacion es mas alto que el protocolo de PCR de un solo
paso. La PCR anidada ha sido efectiva para la deteccién de animales portadores
infectados con B. bigeminay B. microli, aunque la sensibilidad para detectar esta
especies ha sido baja (Mosqueda ef al., 2012).

La PCR convencional y la PCR anidada son técnicas practicas para
deteclar y diferenciar infecciones con Babesia spp y son herramientas sensibles
para evaluar los resultados de un tratamiento (Birkenheuer ef al,, 2003; Duarte
et al., 2008). Algunos autores han propuesto a la PCR en tiempo real o PCR
quantitativa (gPCR) como una metodologia que podria remplazar la PCR de
punto final (convencional y anidada) y los métodos de secuenciacion en el
diagnostico, ya que permite detectar ADN especifico en una muestra, de forma
aun mas sensible, precisa y reproducible que el PCR de punto final (Costa et al.,
2012).

La PCR en tiempo real o gPCR fue desarrollada en 1992 por Higuchi et
al. Esta técnica esta 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 gPCR detecta una senal fluorescente emitida durante
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la reaccién de PCR, indicando la produccién de la secuencia que esta siendo
generada en cada ciclo (Mosqueda et al.,, 2012). El método de PCR de punto
final ;\:omo técnica analitica tiene algunas limitaciones, como por ejemplo gue no
es posible la cuantificacién del agente, que consume mucho mas tiempo al
utilizar geles de agarosa, ademas, los resultados se basan en la discriminacion
por tamafios, lo cual puede ser no preciso y finalmente, que el procese no es
automatizado. Una de las ventajas mas importantes de la gPCR sobre la PCR
punto final es su rapidez, ademas, de que los equipos utilizados permiten un flujo
mucho mayor de muestras y de ensayos y al utilizar sistemas cerrados, el riesgo
de contaminacién disminuye de forma importante (Costa, 2004).

La primer metodologia de PCR en tiempo real reportada para la
cuantificacion de Babesia fue desarrollada en el 2003 y fue usada para detectar
B. bigemina (Suarez et al., 2003). Se han publicado diversos protocolos para la
cuantificacion de diferentes especies de Babesia, tales como B. 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 metodologia son los altos costos del equipo y de
los reaclivos, por lo que esta técnica es utilizada actualmente para fines
investigativos y no para el diagnoéstico rutinario (Mosqueda et al., 2012). En el
presente trabajo se pretende utilizar la PCR. punto final y gPCR.

La mayoria de estudios utilizados para el diagnéstico, estudios
epidemiologicos y analisis filogenéticos usan como base amplificaciones de
regiones parciales del gen de la subunidad pequena del ARN ribosomal, debido
a gue este gen es altamente conservado, presenta variaciones minimas en las
secuencias de nucleotidos, posee una acumulacién constante de mutaciones
sobre la escala evolutiva y tiene una gran capacidad para distinguir entre
diferentes especies. Diferentes regiones del gen de la subunidad pequefa del
ARNTr, 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 mas ampliamente usado para la
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identificacion de organismos pertenecientes a un género en particular (Allsopp y
Allsopp, 2006).

1.6 Justificacién

El género Babesia ha sido un patdgeno de gran interés con un
considerable impacto econdmico, por su gran habilidad para producir una
importante morbilidad y mortalidad en especies de mamiferos domeésticos
(Schnittger ef al., 2012).

La babesiosis es una enfermedad cuyo agente etiologico es el segundo
parasito mas cominmente encontrado en la sangre de mamiferos, después del
tripanosoma (Rodriguez-Morales, 2007; Solano-Gallego, et al., 2008; Schnitiger
ef al., 2012), y cuyo rango de infeccion puede ir desde cronico o subclinico a
hiperagudo y fatal, dependiendo de la patogénesis de la especie y de la
susceptibilidad del hospedador (Schoeman, 2008).

Recientemente la distribucién de artrdpodos vectores y los patogenos que
ellos transmiten ha aumentado considerablemente alrededor del mundo, tal
distribucién se ha visto influenciada por varios factores como lo son cambios
climaticos y ambientales, aumento del comercio internacional, transporte global
mas rapido y un aumento en la resistencia a medicamentos contra vectores y
patdgenos (Knols y Takken, 2007).

Ademas de los reportes de babesiosis canina en los paises
tradicionalmente considerados como endémicos y con casos autoctonos, se han
reportado casos en muchas regiones que previamente habian sido consideradas
libres de babesiosis canina. Por lo tanto, es importante estudiar la distribucion de
la babesiosis canina dentro de nuevas areas geograficas, ya que esta
enfermedad se considera actualmente un problema veterinario emergente
(Kubelova et al., 2013). La presente investigacion aportara informacion relevante
a medicos veterinarios de Costa Rica, que ayudara a la toma de decisiones para
el abordaje y tratamiento de estas infecciones.

Los estudios de garrapatas en caninos de Ameérica Central son pocos, sin
embargo se reportan las siguientes especies de garrapatas de importancia para
la medicina wveterinaria presentes en el paiss R sanguineus sl.,
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Rhipicephalus (Bogphilus) microplus, Amblyomma ovale, Amblyomma mixtum,
Amblyomma maculatum, Amb!yommg pecarium, Amblyomma oblongoguttatum,
Dermacentar nitens e Ixodes boliviensis (Alvarez 2003; Alvarez et al., 20086;
Bermudez y Miranda 2011, Troyo ef al., 2012).

R. sanguineus s.., ademas de ser la garrapata con mayor presencia en
perros de Costa Rica, es la Unica garrapata conocida presente en el pais capaz
de transmitir la babesiosis canina (Alvarez et al., 2008, Troyo et al., 2012). La
garrapata R. sanguineus s.|. es considerada vector de B. canis vogel, B. canis
canis, B. gibsoni, B. conradae y B. microli like, tiene un comportamiento que
puede clasificarse como endéfilo u hogarefio, vive predominantemente cerca o
dentro de las casas de los humanos y es predominantemente encontrada en
areas urbanas y suburbanas. En algunos habitats himedos puede ser exofila y
puede asechar a sus huéspedes desde la vegetacion (Gray, 2013).

En Costa Rica a la fecha sélo 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 determind una
prevalencia de un 8% de B. canis vogeli. La prevalencia reportada por regiones
fuera del Valle Central fue de 21%, 8% y 2% en Chomes de Puntarenas (Pacifico
Central), Liberia de Guanacaste (Pacifico Norte) y Kékoldi de Limon (Regién
Huetar Atlantica), respectivamente. Sin embargo, en San Ramoén de Alajuela
(dentro del Valle Central) no se pudo determinar la presencia de B. canis vogeli,
probablemente por un tamafio de muestra insuficiente (30 individuos). El otro
estudio fue realizado en un pueblo de Guanacaste y se encontro una prevalencia
de 25% de Babesia spp.; en 2 perros se determiné B. gibsoni y en 8 perros B.
vogeli (Wei et al. 2015).

Estos dos estudios investigaron pocos caninos provenientes de muy
pocas localidades de Costa Rica, ademas, no brindan informacién sobre la
distribucion de este agente en todo el pais. Tampoco generaron informacién
sobre la seroprevalencia de Babesia en los caninos de nuestro pais, ni
determinaron la presencia de agentes babesiales en gai'rapatas' de caninos de
Costa Rica.



16

El presente trabajo es un estudio epidemiclégico 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, ademas de identificar los factores asociados a la

babesiosis canina.

1.7 Hipotesis
Ho1 = No hay Babesia 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 Babesra spp.
entre caninos dentro y fuera del Valle Central de Costa Rica.

Ho4= No existen diferencias en las variables hematologicas 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
Babesia spp. en perros y sus garrapatas dentro y fuera del Valle Central de Costa
Rica.

1.8.2 Objetivos especificos
1. Comprobar la presencia de anticuerpos contra Babesia spp. en caninos dentro

y fuera del Valle Central de Costa Rica para determinar 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 Rica para determinar
infecciones activas.

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

4. Comparar los valores hematologicos 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 positividad 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. Metodologia
2.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio epidemiciogico de tipo observacional, transversal y
descriptivo, en el cual se determind 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 tamano de la muestra

La presencia, la prevalencia y la seroprevalencia de Babesia spp. se
determind a partir de un banco de ADN de sangre y garrapatas de caninos,
ademas de sueros de esos caninos, que se encontraban en la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. Se utilizaron muestras de ADN
de sangre de caninos, grupos de ADN de garrapatas y muestras de sueros. Tales
muestras se recolectaron en 15 pargues recreativos de Costa Rica, en su
mayoria (407) en el periodo de junio del 2011 a setiembre del 2012 (Barrantes-
Gonzalez et al, 2016) y algunas (68) en mayo del 2014, Se contdé con
informacion del origen de los perros a nivel de cantén.

Segun 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,
habia un total de 1 211 964 viviendas ocupadas, 62% se concentraron en la
region central y 38% fuera de la region 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 calculd la cantidad de perros a
analizar dentro y fuera del Valle Central tratando de respetar la proporcion de
viviendas, y por consiguiente, la de perros reportados en cada provincia, sin
embargo la realidad del muestreo en cada lugar marcé algunos cambios en la
proporcion final.

Para estudiar los caninos dentro del Valle Central se calcularon dos
tamanos de muestras, uno para determinar 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 scbre una poblacién de 1 millén de
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perros, para encontrar un minimo de un 1% de prevalencia (se utiliza un 1%,
porque no se ha encontrado aun 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 poblacion de 1
millén de perros, para encontrar un minimo de un 1% de prevalencia con un error
de 1.5% y un 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 poblacion estimada de 40000 perros fuera
del Valle Central, vy para encontrar un minimo de un 5% de prevalencia (se utiliza
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 poblacion de 40000 perros,
para encontrar un 8% de prevalencia (Rojas et al,, 2014) y un error aceptado de
4% (95% de confianza).

Lainformacion para el andlisis de los factores asociados al agente en estudio,
se tomd de una encuesta realizada al propietario de cada uno de los caninos
paricipantes en el estudio. Se recolectaron datos de procedencia, sexo, edad en
afos, raza, talla, largo del pelo, estatus de pertenencia, si vive dentro o fuera del
hogar, nimero de personas con que convive, convivencia con ofros perros,
pérdida de pelo, presencia y control de ectoparasitos y frecuencia de visitas a los
parques recreativos. Ademas, se preguntd, al propietario, si alguna vez habia
observado signos clinicos sugestivos de Babesiosis en su perro (anorexia, fiebre,
debilidad, depresién, 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 evaluacién clinica: condicion
corporal, actitud, color de las mucosas, hematuria, alopecia, llenado capilar y
temperatura.

A cada una de las muestras de sangre de caninos se les realizé ademas un

frotis sanguineo y un hemograma completo (hematocrito, hemoglobina, CHCM
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[Concentracion de hemoglobina corpuscular media], plaquetas, leucocitos,
neutréfilos bandas, neutréfilos segmentados, eosindfilos, basdfilos, linfocitos v
monocitos). Todas estas observaciones fueron incluidas en una base de datos,
de la cual se tomd la informacidn para realizar los analisis en el presente estudio

La extraccién del ADN de la sangre de caninos se realizé mediante el Kit
comercial “Wizard Genomic de PROMEGAR", una vez extraido, se guardo a -
20°C. Las garrapatas se recolectaron en alcohol al 70% hasta su clasificacién
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 -
20°C. Para la extraccion del suero se utilizé sangre completa sin anticoagulante,

se centrifugdé a 10000 g por 10 minutas vy se guardd a -20°C.

2.3 Diagnéstico serologico

Para la deteccion de Inmunoglobulinas G (IgG) contra Babesia spp. en
suero de perros se utilizé el kit de IFl de Megacor (MegaScreen® Fluo BABESIA
canis). Para realizar el ensayo se siguieron las indicaciones del fabricante. Las
laminas consistian de 12 pocillos que contenian eritrocitos de caninos fijados, los
cuales estaban infectados con Babesia y contenian el merozoito citoplasmatico
caracteristico. Los sueros caninos a evaluar se diluyeron 1:32 en buffer PBS, pH
7.4, y se afadieron 10 pl de cada suero a los pocillos. En cada lamina se incluyd
un control positivo y un control negativo y se incubaron en camara humeda a
37°C, permitiendo la reaccion de los anticuerpos del canino con el antigeno de
Babesia. Seguidamente, se procedié a lavar cuidadosamente las laminas con
Buffer Fosfato Salino (PBS) para remover las proteinas del suero sin reaccionar,
se afiadid una gota del conjugado anti-canino Ig-G fluoresceina a cada pocillo.
Las laminas se incubaron de nuevo en la oscuridad en camara himeda a 37°C
durante 30 minutos, posterionrmente se lavaron. Las reacciones se visualizaron
usando un microscopio de fluorescencia. Pocillos donde se observo merozoitos
verdes fluorescentes fuertemente definidos dentro del citoplasma de eritrocitos
infectados en cada campo se consideraron positivos. Sueros positivos en la
dilucién 1:32 se volvieron a someter a la IFI con diluciones seriadas sencillas de

1:64 hasta 1:4096, para determinar el titulo 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 titulos bajos titulos entre 1:32 y 1:164 y como titulos altos

aquellos mayores o iguales a 1:128.

2.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
2.4.1 PCR punto final para Babesia spp. en sangre y garrapatas de

caninos y secuenciacion

La cantidad y calidad del ADN de |a totalidad de las muestras de sangre y
garrapatas se verificd midiendo la absorbancia a 260nm. Todas las muestras
mostraron cantidad de ADN total necesario (40 ng/ul) para ser analizadas
mediante PCR. Para determinar la presencia de Babesia spp. se utilizo el
procedimiento de PCR descrito por Féldvari et al. (2005). Se amplificé una region
del gen ARNr18S de aproximadamente 450 pb de Babesia spp., utilizando los
iniciadores PIRO-A1 (sentido) y PIRO-B (antisentido). El iniciador PIRO-B fue
descrito previamente por Olmeda et al. (1997) y el iniciador PIRO-A1 fue
disefiade por Muhlnickel et al. (2002) para amplificar la mayoria de especies de
Babesia (Cuadro 2).

Se prepard una reaccion con Dream Tag PCR Master Mix 2X (Thermo
Scientific™, Waltham, USA), 1 pl de cada iniciador (10 uM), 5 pl del ADN extraido
(40 ng/pl) y 5.5 pl de agua grado biologia molecular (Thermo Scientific™,
Waltham, USA), para un volumen final de 25 pl. Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min.; 40 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 30s, de alineacion a 60°C por 30s y de
extension de 72°C por 1 min. Se llevd a cabo un paso de extension final a 72°C
por 15 min y por Ultimo se mantuvieron las muestras a 4°C. Como control positivo
se utilizo 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 1x (Tris Base, Acido Bérico,
EDTA pH 8, 0.5 M), tefiidos con GelRed™ (Nucleic Acid Gel Stain, Biotium) y
corridas en una camara de electroforesis a 100 voltios durante 35 min. El

marcador de peso molecular utilizado fue Thermo Scientific™ GeneRuler 100bp
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Plus DNA Ladder (Sm243). Muestras que mostraron bandas de tamafio de
450pb se consideraron positivas.

Las muestras gque resultaron positivas se sometieron a una segunda
amplificacion de acuerdo al procedimiento descrito por Zahler et al. (2000),
amplificando un fragmento de 1600 pb del ARNr 185 empleando los iniciadores
RIB-18 y RIB-20 (Cuadro 2), los cuales estan localizados en el extremo 5" y 3" de
la subunidad pequeda del gen, respectivamente. Se prepard una reaccion con
12,5 pl de Dream Tag PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific™, Waltham, USA),
1.5 yl de MgClz, 0,5 pl de cada iniciador (50 uM), 2.5 pl del ADN extraido (40
ng/ply y 7.5 pl de agua grado biologia molecular (Thermo Scientific™, Waltham,
USA), para un wolluman final de 25 yl. Las condiciones de la PCR fueron las
siguientes; una desnaturalizacién inicial 2 95°C por 5 min. seguido por 30 ciclos
de una desnaturalizacion a 95°C por 60s, una alineacién a 54°C per 60s y una
extension a 72°C por 90s. Se realizo un paso de extension final a 72°C por 10
min, Se utilizé el mismo control positivo descrito arriba y las mismas condiciones
para la separacion de los productos amplificados mediante electroforesis.
Muestras que mostraron bandas de tamano 1600pb se consideraron positivas.

Muestras positivas en alguno de los dos PCR convencionales y en las cuales
se obtuvieron al menos 50ng/ul se enviaron para su purificacion y secuenciacion
a MACROGEN, Inc. (Seoul, Korea). Las secuencias de las muesiras se alinearon
con el programa Bio Edit Sequence Aligment Editor® (Hall, 1999) y se
compararon mediante el algoritme BLASTNR 2.2.28 con la base de datos del
MCBI (Nacional Center for Biotechnology Information). Las secuencias de
1600pb del ARNr 185 se utilizaron para la construccion del arbol 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 amplifico una region 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 prepard una reaccion con 12 yl de Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (2X) (Thermo Scientific), 1 pl de cada iniciador (10 uM), 5 pl del ADN
extraido (40 ng/ul) vy 1 pl de agua grado biclogia molecular (Thermo Scientific),
para un volumen final de 20 pl. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
un ciclo de 50°C por 2 min; un ciclo de 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de
95°C por 15s y de B0°C por 1 min. Por dltimo, se mantuvieron las muestras a
4°C.

Para determinar la eficiencia de este método se elabord una curva
estandar con 5 puntos por triplicado con las siguientes diluciones: 1:1, 1:10,
1:100, 1:1000 y 1:10000. Se utilizd una muestra positiva a Babesia spp. y a
B.canis vogeli en PCR en punto final y en gPCR, respectivamente. Para evaluar
la especificidad de la técnica se adicioné un analisis de curva de disociacion al
final de la corrida. Se consideraron muestras positivas aquellas en las que se

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

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en el estudio para determinar Babesia spp. v

Longitud Referancias
mos i gl del
Gen Adiuiite Iniciador Secuencia del iniciader fiagments a
amplificar
Senlide SR ST
(FIRD-AT) 5 -AGGGAGCCTGAGAGACGGCTACC-3 Foldvari ot al.
450 pb {2005),
Antisentido : 4
(PIRO-B) 5 -TTAAATACGAATGCCCCCAML-3
Bebesia |______
spp. ﬁ;';m 5-CGGGATCCAACCTGOTTGATCCTGE- 3

ARNrids 1600 pb Zahler ef al. (20:00)
Antisentido | g oo A ATTCCTTGTTACGACTICTC-3'

(RIBZ0)
Sentide S-CATTCGTTTGGCTTTITCGAG-
. = 02 Vilhena ot al.
B canis | Antsentido | S-CCATGCTGAAGTATTC AAGACAAAAGT-F (2013}

vogeli

2.5 Analisis estadistico

Los resultados de la IFl, de los PCR y de la secuenciacién se digitaron en
una base de datos en excel que contenia los datos de la encuesta, laficha clinica
y los valores hematologicos.
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Para alcanzar el objetivo 4 se comparé por medio de la prueba de t-student
los valores hematologicos para cada grupo, negativo y positivo, se consideraron
diferencias estadisticamente significativas en aquellos valores con un p=0,05,
Para alcanzar el objetivo 5 se realizo el analisis de los factores asociados a
seropositividad y a positividad a B. canis vogeli. Este andlisis se realizé por medio
de la prueba de regresion logistica, se estimo el riesgo mediante la razén de
posibilidades (odds ratio, OR), se consideraron factores asociados aquellos con
un p=005 Se realizd un andlisis multivariado, sin embargo, no hubo

convergencia en los analisis, por lo que no fue posible obtener resultados validos.
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3. Resultados
3.1 Poblacion analizada

Se analizaron muesiras de un total de 490 perros, 278 (56,7%) dentro del
Valle Central y 212 (43,2%) fuera del Valle Central (Cuadro 3). De eslos perros
se analizaron 453 sueros en IFl para B. canis, 475 extracciones de ADN de
sangre en PCR punto final para Babesia spp., y 400 muestras en qPCR para B.
canis vogeli. Ademas, se analizaron 166 y 142 extracciones de ADN de grupos
de garrapatas recolectadas de los caninos, en PCR en punto final y en gPCR,
respectivamente.

Las caracteristicas de la poblacién canina gue se uso 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
poblacion 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 infestacion y tratamiento contra garrapatas, presencia de la garrapata R
sanguineus s.1. como frecuencia de visitas a parques recreativos se detallan en
el Cuadro 5. Un total de 446 perros contaban con propietarioc mientras que 44
perros (31 dentro v 13 fuera del Valle Central) se encontraron deambulando en
los parques, por lo que de estos animales solamente se obtuvo informacion del

examen objetivo general y de las muesiras analizadas.
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Cuadro 3. Cantidad de perros analizados dentro y fuera del Valle Central por
provincia, canton y region

Cantidad | Total de c""”“dr:;g; T par c‘“&"'d Cantidad de
e ras de
Provincia | Camton | 8B | B Deniro del | Fuera der sy I e
) (%} alle Cen alle Cen sangre (%)
(%) (%) (%)
Alajuelila 4(0.8) 4(0.8) 3(0.8) 4.(0.8)
Aserri 19 (3.8) 19 (3.8) 1737} 10 (4.0}
Curridabat 2(0.4) Z(0.4) 1(0.2) 2 (0.4)
Desamparados | 54(11.0) 54 (11,0} £1{11.2) 54{11.3)
Escazi 12 (2.4) 12{2.4) 12(2.6} 12 (2.5)
Montes de Oca 2(0.4) 2(0.4) Z2{0.4) 0 {0}
San José ko 24 (48} 189 (38.5) 24 (4.8) 2315.0} 22 (4.6)
Moravia 1(0.2) 1{0.2) 1(0:2) 1{0.2)
San José 59(12.0) S9[12.00 52 {11.4) 57 (12.0}
Santa Ana 2(0.4) 2 {0.4) 2 {0.d) 2 (04}
Tibas 7{14) T{1.4) 5{1.1) T(1.4)
Vasquez de
ot 306} 3(0.8) 3{D.E) 3 (06)
Alajuela 24(4.8) 24{4.8) 22(4.8) 23 (4.8}
Alajuela a2 (8.5)
San Carlos 18(3.6) 18 (3.6} 16(3.5) 17 (3.5)
Heradia &{16) &{1.8) E{1T) B(1.6)
San Pablo 2(0.4) 2(0.4) 2{0.4) 2 (04)
Heredia 31 (6.3}
San Rafasl 18(386) 14 (3.6) 17T(3.7) 18 {3.8)
Santo Domingo 3 {06) 3 (06) 3{0.8) 3 (06)
Cartago 25(5.1) 25 {5.1) 21 (4.6) 25 (5.2)
El Guarco 4 (0.8) 4{0.8) 4(0.8) 3{0.6)
Cartago 34 [6.9)
La Union 2 (0.4} 2{0.4) 2{0.4) 2 (0.4)
Oreamung 3 (06) 3(0.6) 2(0.4) 3{0.8)
Gaolfito 31(6.7) 33(6.7) 32(1.0) 33(6.9)
Purntarenas 63 [11.8]
Garabilo 30 {6.1) I0(6.1) 28 {6.4) 27 (5.8)
Liberia 35{7.1) 3BT 351N 35 (7.3)
Guanacaste 78{15.9]
Caftas 43(8.7) 43(8.7) 42(9.2) 41 (8.6}
Liman 27(5.5) . 27 (5.5) 25 (5.5} 27(5.6)
Lirmdsny 53 110.8)
Pacoti 26 (5.3) 26 (5.3) 21 (4.6) 25(5.2)
Total 450 (100) a8{) (100F 278 (56.7) 212 [43.2) 453 {100} 475 {100}




Cuadro 4. Caracteristicas de la poblacién canina analizada dentro y

fuera del Valle Central.

Cantidad de Ganﬁdahr: de
arris dertn arrds fluara
Caracteristica Estrato P et Vale % | Pavaie %
Central Cenlral
Hembra 130 %68 119 561
Sexo Macho 148 532 81 4729
No regisirado 0 0.0 z 09
Total 578 100.0 212 100.0
o1 14D 50.4 77 6.3
27 110 396 115 542
o 815 28 101 G 75
No registrado 0 0.0 3 1.9
Tolal 778 100.0 212 100.0
Fequefics 71 25.5 32 15.1
e Mediancs 201 72.0 110 519
Grandes ] 2.2 2 0ng
- Mo regisirade 0 0.4 [T 32.0
Tol 578 100.0 312 100.0
Coto 184 662 121 571
Largo del pelo Largo 4 338 23 108
Mo registrado 1] 0 68 a2
Total 278 100.0 312 1000
Sin raza delirida 106 il 146 689
Raza Raza pura 172 61.B 63 20.7
Ho registrada 8 00 3 T4
Total 278 100 212 100
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Cuadro 5. Algunas variables analizadas en |la poblacién canina dentro y fuera
del Valle Central.

Cantidad de Cantidad de
perros dentro perros fuera
Factores Estrato dal Valle » ol Valle kS
Central Contral
0 humanos 28 101 13 B.1
E-nﬂt:ﬁuhmn: Detad 167 60.1 152 TLY
e Mas de 4 83 299 41 19.3
Mo regisirado 0 0.0 & 2.8
Total 278 100.0 212 100.0
Afvera de la casa o9 356 116 547
' . Adenira de lacasa 120 432 57 69
LU o e - Afusera y adentro 59 1.2 5 .o
Mo regisirado o 0.0 3 1.4
Total 278 100.0 212 100.0
0 pemos 119 428 46 21.7
Ganﬁ:a:H:npm: Defad 115 41.4 a8 46,2
e Bp-arr: s Mas de 3 16 57 55 259
Mo registrade 28 10.1 13 B.1
Total 278 100.0 212 100.0
Presencia da Mo 117 421 a4 20.8
garrapatas en el Si 118 42.4 147 58,3
Paso Mo registrado a3 155 21 9.9
Total 278 100.0 212 100.0
L . Mo 99 356 58 T4
ratamiento contra :
garrapatas Si 136 459 121 &7
Mo registrado 43 15.5 33 15.6
Total 278 100.0 Mz 100.0
Presencia de h 3 1 101 a7 6
gafrapatas én ¢f Ny : i
QOnm‘da’h H _‘? r 111 .4
recoleccion de datos stbay sy a2
Total 278 100.0 212 100.0
4] 23 B30 9 46.7
Grado de infestacion 1=10 42 15.1 BE 406
COn garrapatas 11-25 4 1.4 18 B.5
25-50 1 0.4 a9 4.2
Mas de 50 0 0 Q 00
Total 278 100.1 212 100.0
Presencia de R. o 235 B4.5 106 50.0
sanguineus s.1. Si 41 14.7 106 50.0
Total 278 1000 212 100.0
primera vez 67 24.1 &8 325
Frecuencia de visitas Menos de 4 semanas 74 26.6 37 17.5
a pargues
reCIbslives Mas de un mes 1B B5.| . & 24
Afos 76 273 47 222
Mo registrado 43 155 54 255
Tolal 278 100.0 212 100.0
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3.2. Resultados del diagndstico serolégico y caracterizacion de los perros
seropositivos
En un total de 24 (5%) de 453 sueros se detectaron anticuerpos contra B.
canis vogeli, cinco (20.8%) provenian de caninos del Valle Central y diesinueve
(79.2%) fuera del Valle Central, determinandose 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 Limodn no se encontraron perros seropositivos (Cuadro 6).
En 18 (75%) de los sueros positivos se determino titulos altos (1:128 a
1:4069), 4 (22%) perros vivian en el Valle Central (3 en San José, 1 en Alajuela)
y 14 (78%) fuera del Valle Central (3 en Puntarenas, 11 en Guanacaste) (Cuadro
7).
Cuadro 6. Seroprevalencias y prevalencias en caninos y porcentajes de
infeccién en garrapatas con B. canis vogeli, distribuidas por provincias.

Provincia IFI GPCR en sangre gPCR en garrapatas
+{Total (%) +{Total (%) +/Total ()
5an José 3172 (2%) 241153 (16%) 13735 (37%)
Alajuela 1/38 (3%) 18/32 (56%) 5/17 [29%) :
Heredia 1/30 [3%) 427 [15%) 1/3(33%)
Cartago 0f46 (0%) 11/21 [52%) Q0 [0%)
Puntarenas &/61 [10%) 25/56 [45%) 6/35 (17%)
Guanacaste 13/77 (17%) 27/69 [39%) 10/29 (34%)
Limén 0/46 (0%} 16/42 [38%) 723 (30%)
Total 24453 [5%) 125/400 | 31%) 42/147 (3092}

+ Ganbdad o8 canings poslitos,
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Cuadro 7. Titulos de los sueros caninos seropositivos a B. canis vogeli

segun procedencia (dentro y fuera del Valle Central).

Total de Porros P-arruln;
THuls um”:mum':“ miuesiras seropositivos seroposithvos
e positives por Dentro del Vake Fuera del Valle
R categonia® i Central Cantral
132 4
6 {25%) [ 1{17%) 5 (83%)
164 o
1128 1
1258 4
1842 5 18 [T5%) 4 (2%} 14(T8%)
11024 2
14058 4
Total M 24 5 18

*Titulos bajos: 1:32 a 1:64 y titulos 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 0a 1 afio de edad
(4, 80%), de talla mediana (5, 100%), y de pelo corto (4, 80%). Dos fuercn sin
raza definida (40%) y tres (60%) de raza (American Staffordshire Terrier [2] ¥
Cocker Spaniel Inglés [1]) y no vivian 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 encontraronde 1 a
10 garrapatas durante el examen objetivo general. Todas las garrapatas se
identificaron como R. sanguineus s.1. En los perros seropositivos los propietarios
reportaron anorexia (1, 20%) fiebre (1, 20%) y picazén (2, 40%). El examen
objetivo particular realizado en el momento de recoleccion de la muestra de los
caninos dentro del Valle Central, determiné que un 60% (3) de los perros
maostraron condicion corporal regular (2) o caquexia (1), un perra (20%) presento
membranas mucosas palidas y llenado capilar de 4 s y un perro (20%) presentd
fiebre.

Los 19 perros seropositivos detectados fuera del Valle Central se
caracterizaron porque la mayoria tenian propietario (18, 95%), fueron hembras
(12,63%),de 2a 7 afiodeedad (15, 79%), sin raza definida (19, 100%), viviendo
fuera de la casa (12, 63%) y no vivian 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 10 garrapatas durante el examen objetivo general. Todas las
garrapatas se identificaron como R. sanguineus s.|. En algunos de los perros
seropositivos los propietarios reportaron anorexia (7, 37%) fiebre (5, 26%),
picazén (9, 47%) y depresion (2, 11%). El examen objetivo particular realizado
en el momento de recoleccién de la muestra de los caninos, determind que un
58% (11) de los perros mostraron condicion corporal regular (8) o mala (3), un
32% (B) presentdé membranas mucosas palidas (5) o muy palidas (1), un (5%)
canino presentod llenado capilar de 4 s y cinco perros (26%) presentaron fiebre.

3.3. Valores hematolégicos de los caninos seropositivos a B. canis vogeli

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 hematocrito bajo y
el 8% (2) alto. Valores menores a los normales se presentaron en la hemoglobina
(en el 38% [9] de los caninos) y en la CHCM (en el 50% [12] de los caninos). El
42% (10) de los caninos presentaron valores alterados en los leucocitos, el 21%
(5) presentaron leucopenia y e 21% (5) leucocitosis. En los segmentados
también se observaron valores alterados, el 42% (10) de los caninos con valores
mas bajos y el 8% (2) con valores mas altos que los rangos normales. El 42%
(10) presentaron eosinopenia y el 12% (3) eosincfilia. El 8% (2) de los caninos
presentaron valores mayores a los normales en los basdfilos. Los linfocitos (en
el 46% [11] de los caninos), los monocitos (en el 58% [14] de los caninos) y las
plaquetas (en el 62% [15] de los caninos) también se observaron menores a los
rangos normales.

En cuanto a los valores hematolégicos de los 5 caninos seropositivos
dentro del Valle Central se encontrd que el 40% presentaron valores alterados
del hematocrito, 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 presentd leucocitosis. El 40% (2) de los caninos
presentaron valores mayores a los normales en los eosinofilos y en los basofilos.
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
mas bajos de lo normal en el hematocrito (en el 47% [9]), en la hemoglobina (en
el 47% [9]) y en la CHCM (en el 58% [11]). 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 mas bajos de lo normal en los
segmentados (en el 53% [10]). en los ecsindfilos (en el 53% [10]), en los linfocitos
(en el 57% [11]), en los monocitos (en el 63% [12]) y en las plaquetas (en el 68%
[13]).

Los valores hematolégicos de caninos seropositivos mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecio a los
seronegativos en el hematocrito, en la hemoglobina, en el CHCM, en los
linfocitos, en los monocitos y en las plagquetas (Cuadro 8), siendo menores en los
caninos positivos. Aunque el valor promedio de los linfocitos de los caninos
seronegativos y seropositivos mostro diferencias significativas no se encontro

fuera de los rangos normales, en estos Ultimos.
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Cuadro B. Diferencias significativas entre valores hematolégicos de perros
seropositivos y seronegativos a B. canis vogell.

Yalores referenchales
Vasiable l.-h-omo;-::;: e Seronsgativas Sarapositives P
GClinica, UNA
Lnidad Walor L Maedia DE n Maucdia DE
Hematocrito % ME-4T 54 43 4 B4 ] 3144 13,13 0.0
Hemoglobing [ EE] 118 a7 4 67 10.27 17 o947 an 003
CHCM i 3238 J24 3256 a4 L 3035 .50 0.00
Leucocitos frmm? GO00-12000 | 247 | 11TE213 17158141 | 17 | S3ETES | 1189141 | 049
Bandas fmen? 0300 a4 201.18 M2ar 17 TS W8S o113
Segmeniados ey 3000-2000 | 322 | 635081 51681 16 | Zs1a8 311332 008
Eosindfilos i’ 100-T50 10 B4 60 135506 L] 23035 ME3 DA
Basdfilos fmr? 0-10 347 1477 12702 17 18.41 4643 056
Linfocitos fmant 1000-4800 | 269 | I0967.19 TET 53 ir 110553 156378 LR F
Monotilos fenmn® B0-BaD 345 164 41 267 BO ir 4024 10153 0.0
Flaguetas fmnr Mﬂ‘ 326 | 20032827 | 10439520 | 17 | 10042847 | B3A54.27 L]

SO0000
n: Nimero de individuos analizados. DE: Desviacion Estandar. P: Probabilidad
calculada entre los grupos seropositivos y seronegativos.

3.4. Factores asociados a caninos seropositivos a B. canis vogeli

De todas las variables analizadas mediante regresién logistica en la
poblacién total {dentro y fuera del Valle Central) se encontraron quince factores
asociados a seropositividad a B. canis vogeli (p=0,05) trece fueron factores de
riesgo (vivir fuera del Valle Central, ser de talla mediana, habitar con mas de tres
perros, tener garrapatas, tener garrapatas de la especie R sanguineus s.l.,
mayor grado de infestacién con garrapatas, haber tenido en el pasado anorexia,
fiebre, debilidad, pérdida de pelo, problemas respiratorios y picazon, y presentar
fiebre), y dos factores se determinaron como protectivos: ser de raza pura y
frecuentar un parque recreativo (Cuadro 9).



Cuadro 9. Factores asociados a caninos seropositivos
determinado mediante regresion logistica

34

a B. canis vogeli,

Factor asociado a Chi P
B. canis vogeli Estrato n] | % OR cuadrade | (p<0.05)
Li Ls
Denlg;ﬁ'ld:faﬂe 254 5 1.98% | Ret Ref Real Ref Rl
Localizacicn = ol Vaia
il 200 | 18 | o50% | 520 179 | 16.24 1257 < 0.001
Caniral ]
Pequedia 88 | o | ooow |met | Ref | Ref Ref Ref
Talla
Mediana 290 13 4.48% | nf imf inf 407 0.04
. Sinrazadefinida | 238 | 21 | a.so% | mer | Ref | Ref Fel Ret
aza
Raza pura 212 | 3 | 1.42% |05 | 003 | o053 1216 | <0001
Cantidad de perros 0 perros 150 | 5 | 3.39% | mer | Ref | Ref Raf Ref
que habitan con el
petre Més de 3 69 7 | 1004% | 227 | 0.89 | 1245 47 0.04
@ 200 | & | apiw |mer | Ref | Raf Ref Ref
Grado de infestacion
P v 1-10 124 | 11 | Barn | 314 117 | Bam B.GT 0.0
26.50 o ) 2222% {921 114 | &0ET 9,33 .00
P no hay 301 | 9 | 299% |Rer | Rel | Ref Ref Ref
garrapatas si nay 152 | 15 | 987% |55 142 | s04 450 0,00
Presencia de R. i an 9 | 2.80% |Ret | P! il - s
sanguineus s.1 8 142 15 |1056% | 308 | 1.58 | 10410 11.40 = (.00
Frecuencla de visitas Primara vez 126 12 | 952% | met | B! e oo .
& pargues Adios 112 | 3 | zea% |oz5| 006 | 103 A5G 0.03
no 324 | 13 | 4.01% | Rer | Ref | Ref Ref Fof
Anorexia en el pasado
si 84 g | as2% |252]| oo | s.79 414 .04
na are | 15 | 3oo% |Rar | Rel | Rel Fef Ref
Fiebre en el pasado
1] K] & 19.35% | 578 | 1.82 | 17.76 1278 < (.00
Gobiided v el ro 370 | 16 | 4.05% | Rer | Rof | Ref Ref Ref
pasado si a8 6 |1579% | 444 142 | 1334 8.70 0.00
Rel | Ref Rel Rel
Pérdida de polo en el e 329 | 12 } 3.65% | Rel
paago si 79 | 9 [|1129% |340] 126 | 206 7.8 0.0
Problamas 382 17 | 4.45% | mer | Fef Rel Ral Ref
respiratorios en el
pasado si 26 4 |1538% {380 101 | t3.84 5.65 o0
na 277 | 10 | 361% | Rer | Rof | Rof Rl Ret
Picazdn en ol pasado
5 131 | 11 | s40% | 245 094 | 6.4z 4,16 0.04
o 244 5 2.05% | Raf | Red Raf Rl Ral
Fiebre en el presente
-1 T8 & 7.60% |368 | 104 | 15568 5649 .02

n: Namero de individuos en el estrate +; Numero de seropositivas %: Porcentaje en ese estrato OR: Razdn
de Posibilidades IC: Intervalo de Confianza (95%) LI: Limite Inferior LS: Limite Superior P: Probabilidad.

Ref: Varable usada como valar de referencia.
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3.5 Resultados del PCR en punto final de los caninos positivos a Babesia
Spp-

Del total de 474 caninos analizados mediante el PCR. ARNr185S (450 pb)
se lograron amplificar dieciséis muestras. En el PCR ARNr185 (1600 pb)
solamente se logrd amplificar una de esltas 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 logré amplificar ningun grupo de garrapatas.

3.6 Secuenciacion y arbol filogenético

De las treinta y dos muestras de caninos (16 de caninos y 16 de
garrapatas) que amplificaron en el PCR ARNri18S (450 pb), se enviaron a
secuenciar 12 sangres y 7 garrapatas: de diez muestras se logré 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 come B. canis vogeli (4 sangres y 1 grupo de
garrapatas) (Cuadro 10) y cinco como Hepalozoon canis (4 sangres y 1 grupo
de garrapatas) (Cuadro 10).

La Onica muestra canina positiva que amplificé en el PCR ARNr18S (1600
pb} no se logré secuenciar de forma completa (382/1600 pb), sin embargo, se
confirmd como B. canis vogeli (Cuadro 10). No fue posible realizar el arbol
filogenetico.
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Cuadro 10. Resultados de las secuencias del gen ARNr 185 de sangre y
garrapatas de perros y de la base de datos GenBanK del NCBI utilizando el
algoritmo Blastn y de la comparacion entre la qFCR.

Resultados de secuenciacion
Especie Tipo de muestra R'I:u::%;d.
e Tamafio "‘:":::' Identidad | Cobertura | (valor Ct")
{ph) GenBank %) (%)
8. canig vogel
1 Sangre 284 KT323933 2617269 (94) 98 Positivo (22)
2 Sangre 354 KYD73363 | 354/254 (100) 100 Posilivo (15)
3 Sangre a2 HO662635 3827382 (100) 100 Positivo (25)
4 Sangre 252 KJ5¥3202 24771250 (99) b ] Megative {35)
5 Garrapata 247 GLJ386270 2201238 (92) 96 Megative {36)
6 Sangre ag2 KJO39326 | 382/382 (100) 100 Positive (24)
Hepaloroon canis
T Sangre 372 HXT12123 371/371 (100) a8 Megative (35)
B Sangre 401 KET12123 4017401 {100) | 100 Negativa (ND)
9 Sangre 350 KXT12123 3447350 (98) 100 MR
10 Sangre 438 KJE34654 4200429 (97) o8 PosHivo (32)
11 Garrapata 256 KXT12129 248/253 (98) o8 Positive [32)

ID: Identificacion. 8; Se consideraron positivas por gPCR las muestras en las que se obtuvo
valores de CT entre 15 a5 33. ™ Muestra procesada con la PCR ARNr185 (1600pb), el resto de
las muestras fueron procesadas con la PCR ARNr18S (450pb). ND: no determinado. NR: no se
realizd la qPCR,

3.7 Resultados de la gPCR para B. canis vogeli

Debido a los resultados obtenidos con el PCR en punto final se
implementd un PCR en tiempo real para B. canis vogeli. El gPCR implementado
mostrd una eficiencia de 103% (Figura 2). El analisis de la curva de disociacion
mostrd un Unico producto amplificado en las muestras con el ADN de interés,
ademas los primers utilizados fueron previamente evaluados y determinados
como especificos (Vilhena et al., 2013), estableciéndose una alta 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 estandar del gPCR implementado para identificar B. canis
vogel.

De las 400 muestras caninas analizadas mediante qPCR para B. canis
vogeli 125 muestras resultaron positivas.

Al comparar los resultados obtenidos en la PCR ARNr18S (450 pb) con
los resultados obtenidos en la qPCR se determiné 10 de las 16 muestras de
sangre como positivas en qPCR (valores Ctde 15 a =33), 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
secuenciacion se determinaron como positivos (3) o negativos (1) en gPCR
(Cuadro 10). Los cuatro caninos identificados como Hepatozoon canis mediante
PCR ARNr18S (450 pb) y secuenciacion se determinaron como positivos (1),
negativos (2) y uno no se analizd por falta de ADN (Cuadro 10). La unica muestra
de sangre identificada como B. canis vogeli mediante PCR ARNr18S (1600 pb)
y secuenciacion se determind como positiva en qPCR.

Un total de 47 perros resultaron positivos con qPCR dentro del Valle
Central y 78 fuera del Valle Central, encontrandose 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),
Puntarenas (45%, 25/56), Guanacaste (39%, 27/69), Limon (38%, 16/42), San
José (16%, 24/153) y la que presentd menos prevalencia fue Heredia (15%, 4/27)
(Cuadro 6).

Los perros positivos dentro del Valle Central (47) tenian propietarios (46
[96%]), fueron machos (27 [57%]), de 0 a 7 afios 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 1 a 4 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 10 garrapatas durante el examen objetivo gene;'al. Las
garrapatas se identificaron como R. sanguineus s.\. (6) e I. boliviensis (1). Los
propietarios recordaron haber observado anorexia (6 [13%]), debilidad (2 [4%]).
depresion (4 [8%]), perdida de pelo (9 [19%]), problemas respiratorios (4 [8%)]) v
picazon (19 [40%]) en sus mascotas. El examen objetivo general determin que
presentaron membranas mucosas palidas (4 [9%]) y fiebre (6 [13%]).

Los perros positivos fuera del Valle Central (78) tenian propietarios (75
[98%]), fueron machos (38 [49%]), de 2 a 7 afios 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%)])ycon1a 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.|. Los propietarios recordaron haber notado en el pasado
anorexia (10 [13%]), fiebre (3 [4%)]), debilidad (4 [5%]), depresion (6 [8%]),
perdida de pelo (11 [14%]), problemas para caminar (5 [6%]), problemas
respiratorios (5 [6%]) y picazén (17 [22%]) en sus mascotas. El examen objetivo
general determind membranas mucosas palidas (13 [17%]), llenado capilar de 3
segundos (7 [9%]) vy fiebre (13 [17%)]).
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3.8 Valores hematolégicos de los caninos positivos a B. canis vogeli y
diferencias significativas con respecto a caninos negativos

Los :;anin-us positivos (125) presentaron valores alterados en el
hematocrito (23 [18%] con hematocrito 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 eosinofilos (29 [23%)] bajos y 52 [42%)] altos), en los baséfilos (6 [5%]
bajos), en los linfocitos (22 [18%) bajos y 17 [149%) 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 eosindfilos (4 [11%] bajos y 15 [39%] altos), los
basofilos (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 eosindfilos (24 [40%]
bajos y 15 [25%)] altos), los basofilos (4 [T%] 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 hematologicos entre caninos gPCR
positivos y negativos se determiné diferencias estadisticamente significativas
(p=0.05) unicamente 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 encontré dentro del rango normal.
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Cuadro 11. Diferencias significativas entre valores hematolégicos de perros

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

Varlable “hm:"::ul.m oz, i) e ] P
LUhribedmel Valor n Media DE n Media DE

Hematocrito % 54T 228 4277 8.50 29 4213 9.50 [L8 1]
Hemoglobina il =18 217 T4 8y 10,00 Ty 1378 340 0 ]
CHCM gl 32-36 214 32.08 287 98 186 396 ED
Leucocitos fmm? E000-12000 27 1207028 14793.85 |93 10871.72 4243.16 .43
Bandas marl 0-300 215 | 202.11 6953 |98| 127 22051 | 0.06
Segmentados |  ‘mm’ aooo-3000 | 199 | e7634s | 108314 |06| 483543 | 354206 |00
Eosindfilos dram® 100-T50 204 BS0.68 1518.95 |98 601.73 TE1 5 .12
Basdfilos i 010 217 20.41 15860 |99 7.52 37.97 0.42
Linfocitos i’ 10:00-4£800 188 2080.06 62117 93 25140 232976 0.32
Monocitos i 80-040 215 | 2m.10 24883 |oa| 18440 32620 |o.24
Plaquetas " 20000 | 195 | 10551504 | 1047301 |98 | 10528151 | 107473.06 |0.98

n: Namero de individuos analizados. DE: Desviacidn Estandar. P: Probabilidad calculada entre
los grupos positivos y negativos.

3.9 Factores asociados a B. canis vogeli de los caninos positivos en gPCR

Se encontraron cinco factores asociados, cuatro de riesgo y uno

protectivo: vivir fuera del Valle Central, tener propietario, habitar con 1 0 mas de

4 personas y tener de 11 a 25 garrapalas fueron factores de riesgo, mientras que

recibir tratamiento oral contra garrapatas resulté un factor protectivo (Cuadro 12).
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Cuadre 12. Factores asociados a caninos positivos a B. canis vogel,

determinado mediante regresion logistica.

Factor ic
asociado a Chi
B. canis Esftrate n * e+ OR cuadrade P
vogeli Li Ls
Dentro da|
220 47 21.36%
Ppemrree vFgrigergaggﬂ;rlm fel | Rel Rl Rel et
1 7 1 4 001
valle 'CIll'lll‘“ﬂl B [ 43.33% 2.8 7B 46 2219 < (L0
Canidac 0 humanos | 34 & | 1178% | o | Ret | Rer Rel Ret
LMmainis
quehabitan | De1ad | 253 | 87 | 3439% | 393 | 126 |1362| .06 0.01
conelpeie | prss de 4 w07 | 33 |3osa% | 334 | 101 |rzz2| am 0.03
Deambulante | 37 4 10819 Fal Fal Fa et Rel
€ Exisle B 3
propietario 363 121 3333% | 413 135 |14.08 7.m 0000
Ha recibido
tratamiento na 288 | 10 | 33.89% | oy Fed Rel Ral Ref
oral conira
garrapatas ] 23 1 4.35% | L0887 | DLOA4 | DEI2 8.5TDE 0.0034
Grado de 0 270 79 29.26%
it Rel | Rel | Ret | Rt Rl
con
gamapatss 11-25 18 10 55.56% a0z 1.05 878 5.45 0.02

n: Nimero de individuos en el estrato +: Numero de qPCR positivos %: Porcentaje de
positivos correspondientes a ese estralo OR: Razdén dePosibilidades IC: Intervalo de
Confianza (95%) LI: Limite Inferior LS: Limite Superior P: Probabilidad. Ref: Variable
usada como valor de referencia.

3.10 Resultados de la qPCR de los caninos con garrapatas positivas a B.
canis vogeli

Se encontré un 30% (42/142) de garrapatas infectadas con B. canis
vogeli, pertenecientes a las especies R. sanguineus s.l. (41) y A. ovale. (1).

Al comparar los resultados obtenidos en la PCR ARNr18S (450 pb) con
los resultados obtenidos en la gPCR se confirmaron siete de los 16 grupos de
garrapatas positivos en gPCR (valores Ct 15 a 33), mientras 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 B. canis vogeli en
PCR ARNr18s (450 pb) y secuenciacion se determind negativo en gPCR (Ct 36).
El grupe de garrapatas identificade como Hepatozoon canis mediante PCR
ARNr18S (450 pb) y secuenciacion se determinaron como positivo en gPCR (Ct
33) (Cuadro 10).
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El porcentaje de infeccién con B. canis vogeli en garrapatas de caninos
dentro del Valle Central fue de 34% (16/46) y fuera del Valle L_.."entrai de 27%
(26/96). Cuatro caninos con garrapatas R. sanguineus s.l. positivas también
fueron seropositivos y trece qPCR positivos. El perro del cual se tomaron las
garrapatas positivas de la especie A. ovale fue seronegativo y negativo enqPCR.

Los caninos dentro del Valle Central con garrapatas gPCR positivas (16),
vivian en la provincia de San José (13), Alajuela (2) y Heredia (1) y tenian
propietario (13), vivian afuera de la casa (11), con uno o mas de un perro (7),
machos (13), de0 a1 afo (11) ode 2a 7 (5) anos, 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 (10) y ocho aplicaron tratamiento. Ademas, observaron
en el pasado anorexia (2), fiebre (1), debilidad (1), depresion (1), pérdida de pelo
(1), picazon (5} y diarrea (1). Enel examen objetivo general se encontré animales
con membranas mucosas palidas (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 /mm? (6 caninos con valores altos), en las bandas de 0 a 640 /mm3 (2
caninos con valores altos), en los segmentados de 4661 a 20076/mm? (2 caninos
con valores altos), en los eosindfilos de 0 a 1946/mm®* (1 canino con valores
bajos y 4 con valores altos), en los linfocitos de 1848 a 5002/mm? (1 canino con
valores altos), en los monaocitos de 0 a 675/mm? (5 caninos con valores bajos) y
en las plaquetas de 120376 a 300940/mm? (8 caninos con valores menores).

Los caninos fuera del Valle Central con garrapatas positivas (26) vivian
en la provincia de Guanacaste (10), Limén (7), Puntarenas (6) y Alajuela (cantén
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 0 mas perros (17). La
mayoria fueron hembras (15) entre 0 a 7 afios (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),
depresion (1), pérdida de pelo (3), problemas respiratorios (2), problemas para
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caminar (1) picazén (6) y diarrea (1). En el examen objetivo general se encontréd
perros con membranas mucosas palidas (5), fiebre (3), con llenado capilar entre
364 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 hematocrito alto), en la hemoglobina de 4 at7¥ g/idL (4 caninos con la
hemoglobina baja y 2 con 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/mm* (3 caninos con valores bajos y 7 con valores altos), en las
bandas de 0 a 658/mm? (6 caninos con valores altos), en los segmentados de
44 a 10804/mm? (9 caninos con valores bajos y 3 caninos con valores altos), en
los eosindfilos de 0 a 2329/mm? (7 caninos con valores bajos y 6 caninos con
valores altos), en los linfocitos de 24 a 10820/mm? (7 caninos con valores bajos
y 4 caninos con valores altos), monocitos de 0 a 444/mm® (12 caninos con
valores bajos) y en las plaquetas de 20552 a 395626/mm® (16 caninos con

valores bajos).

3.11 Resultados de los caninos seropositivos y gPCR negativos,
seropositivos y g°PCR positivos, y QPCR positivos y seronegativos

Un total de 130 caninos se identificaron positivos, ya sea en IFl o gPCR. 12
caninos resultaron seropositivos y negativos en gPCR, de éstos solo un perro
tenia garrapatas positivas. La mayoria 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 0 a 7 afos (11, 92%), vivian
fuera del hogar (8, 67%), de talla mediana (6, 50%) y pelo corto (5, 42%), sin
raza definida (11, 92%), viviendo con mas de 4 personas (6, 50%)ycon 1a 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 encontraron de 1 a 10 garrapatas durante el examen objetivo
general. Los propietarios recordaron haber observado anorexia (5, 42%),
debilidad (4, 33%), depresion (2, 17%), pérdida de pelo (4, 33%), problemas
respiratorios (2, 17%) problemas para caminar (2, 17%) y picazdn (4, 33%) en
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sus mascotas. El examen objetivo general determind que presentaron
membranas mucosas palidas (3, 25%), llenado capilar mayor a 2 segundos (1,
17%) y fiebre (2, 17%).

Siete caninos se determinaron seropositivos y qPCR positivos a B canis
vogeli, en dos se encontraron garrapatas qPCR positivas. El 86% (6/7) de los
caninos se detectaron fuera del Valle Central. Los ¥ caninos tenian propietarios
(7, 100%), hembras (4, 57%) de 2 a 7 afos (5, 42%), vivian 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 1 a 10 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 picazdn (3, 43%) en sus mascotas. El examen objetivo
general determind que presentaron membranas mucosas palidas (2, 29%) y
fiebre (1, 14%).

Se encontraron 111 caninos qPCR positives a B canis vogeli pero
seronegativos, el 62% (69) se detectaron fuera del Valle Central. De los 111
perros gPCR positivos 11 tenian garrapatas R. sanguineus s.|. gPCR positivas.
Estos 111 caninos tenian propietarios (108, 97%), hembras (62, 56%)de 0a 7
afios (100, 90%), vivian 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%), depresion (8, 7%), pérdida de
pelo (13, 12%), problemas respiratorios (6, 5%) problemas para caminar (5, 5%)
y picazon (29, 26%) en sus mascotas. El examen objetivo general determind que
presentaron membranas mucosas palidas o muy palidas (15, 14%), llenado
capilar mayor a 2 segundos (10, 9%) y fiebre (14, 13%).
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Se realizé una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) para comparar los
valores hematologicos entre los caninos seropositivos-gPCR negativos con
caninos negativos, entre los caninos seropositivos-qPCR positivos con caninos
negativos y enire los caninos qPCR positivos-seronegativos y los caninos
negativos. Se determind diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) 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 estadisticamente significativas entre valores hematolégicos de los perros segun los resultados obtenidos

en la IFl y en la gPCR mediante prueba de ANOVA.
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4. Discusion

4.1 Diagnéstico serolégico

En Costa Rica no se registran hasta la fecha estudios serolégicos que
hayan determinado la prevalencia de B canis vogeli en perros, ya sea en la
poblacion 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,
reportandose 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-Junior et al.,
2009), respectivamente, mientras que en un hospital veterinario del noreste de
Brasil se determind una seroprevalencia de 22.5% (20/89) (Barcellos et al.,
2015). Un estudio en Colombia reportd una seroprevalencia de 51.6% (47/91)
(Vargas ef al., 2012). Al comparar estas seroprevalencias con la determinada en
Costa Rica (5%), se observa que en nuestro pais es menor a las encontradas en
Brasil (16.1%, 28.7% y 22.5%) y Colombia (51.6%). El estudio realizado en el
estado Maranh&o, Brasil, se llevo a cabo en una regidon abandonada de Brasil,
en caninos con un alto porcentaje de infestacion con garrapatas (63%) (Costa ef
al., 2013), donde muy probablemente el cuido de los caninos no haya sido el
adecuado, mientras que el estudio de Minas Gerais se llevé a cabo en tres
regiones diferentes, dos de las cuales (Nanugue y Belo Horizonte) se
caracterizaron por temperaturas altas, que segun los autores podrian haber
favorecido los altos niveles de infestacion con garrapatas y por consiguiente 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 babesiosis, lo que podria explicar las diferencias
encontradas con nuestro estudio, en 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, analizé en su mayoria caninos
de perreras y de unaclinica veterinaria, por lo que la convivencia con otros perros
o la condicion de enfermedad podrian haber sido la causa de la alta
seroprevalencia determinada. Estas condiciones de los caninos estudiados en

Brasil y Colombia podrian explicar las altas seroprevalencias encontradas en
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comparacion con las del presente estudio. Otra razdn por la cual se encontraron
bajas seroprevalencias, podria ser por una baja sensibilidad de la IFl, ya que la
utilizada en el presente estudio no fue disefiada especificamente para la especie
B. canis vogeli, sino que fue creada con antigeno de B. canis canis, sin embargo,
es comercializada para detectar anticuerpos contra las tres especies de B. canis
{Otranto et al., 2010).

En concordancia con el estudio de Minas Gerais, Brasil se determind una
mayor seroprevalencia en los perros viviendo fuera del Valle Central (10%,
19/200) en comparacion con los caninos viviendo dentro del Valle Central (2%,
5/253) (p=0,05), debido probaf;nlemente a las mas altas temperaturas que se
registran fuera del Valle Central. Se ha documentado que mayores temperaturas
favorecen una infestacién de los perros con garrapatas (Costa-Junior ef al.,
2009). Asi, se determinaron la mayoria de seropositivos en las provincias de
Guanacaste (17%, 13/77) y Puntarenas (10%, 6/61).

Las diferencias estadisticamente significativas determinadas entre los
valores hematolégicos de los caninos seropositivos y seronegativos,
{(hematocrito, hemoglobina, CHCM, monocitos y plaquetas), concuerda con lo
descrito por Boozer y Macintire (2003), que senalan la anemia hemolitica y la
trombocitopenia como las principales alteraciones hematolégicas en los caninos
seropositivos. Se han reportado varios mecanismos que pueden producir anemia
hemolitica en caninos con babesiosis: el dafo causado directamente por el
parasito en el eritrocito, la fragilidad osmadtica de las células infectadas, la
produccion de auto anticuerpos dirigidos hacia la membrana de los eritrocitos, la
actividad eritrofagocitica aumentada de macrofagos inducida por factores
hemoliticos séricos y el dafo inducido por el sisterna de inmunidad secundaria
después de la produccion de anticuerpos de membrana antieritrocitos (Day,
1999; Irwin, 2009; Irwin, 2010; Salem y Farag, 2014).

Mientras, la trombocitopenia podria ser causada por la destruccién de
plaguetas, por un incremento en el secuestro de plaquetas en el higado o por
una disminucién en la produccion de plaquetas (Stappendel, 1978, Feldman et
al., 1988 y Salem y Farag, 2014).
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La moneocitopenia no se ha cbservado con frecuencia en caninos con
babesiosis por lo que su ocurrencia y causa deben de ser analizadas en estudios
futuros (Vercammen ef al., 1997, Furlanello et al., 2005).

Es importante mencionar que pueden existir otros hemoparasitos
transmitidos también por garapatas como Hepatozoon canis, Ehrlichia canis o
Anaplasma spp. (Barrantes-Gonzalez et al., 2016; Montenegro et al., 2017) en
los caninos seropositivos a B. canis vogeli y que puedan también producir
alteraciones en los valores hematolégicos.

Los caninos seropositivos presentaron mayor posibilidad de haber sido de
talla mediana que los caninos seronegativos los, esto concuerda con lo reportado
por Araujo ef al. (2015), quienes encontraron ﬁue la raza mediana en caninos
representaba un factor de riesgo para ser seropositivos, sin embarge no se
conocen las razones por lo que debera ser analizado en estudios futuros.

Los caninos seropositivos tuvieron 3 veces mas posibilidad de vivir con
mas de tres perros que los seronegativos Mayor nimero de perros viviendo
juntos podria representar una mayor probabilidad de exposicidon de éstos al
vector, y por lo tante una mayor probabilidad de contraer la babesiosis. El
contacto con olros perros y su asociacion con B. canis vogeli no ha sido
reportade a la fecha.

Los caninos seropositives tuvieron 4, 3 y 9 veces mas posibilidad de
presentar garrapatas, de tenerde 1 a 10 y de 25 a 50 garrapatas que los caninos
seronegativos, respectivamente. Esto se debe a que los caninos que presentan
garrapatas tienen una mayoer probabilidad de infectarse con B. 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 mas
probabilidad de ser seropositivos que los caninos no infestados.

Los caninos seropositivos presentaron 4 veces mas posibilidad de
presentar garrapatas de la especie R. sanguineus s.l. que los seronegativos Este
hallézgﬂ era de esperarse, ya gque los parasitos de B. canis vogeli son trasmitidos
a perros susceptibles a través de la saliva de garrapatas de la especie R

sanguineus s.|. infectadas, mientras éstas se estan alimentando, descubrimiento
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que fue demostrado en 1936 por Regendanz y Muniz. (Dantas-Torres y Aguiar,
2006)

Los caninos seropositivos tuvieron mas posibilidad de presentar en el
pasado en el pasado anorexia (3 veces), fiebre (6 veces), debilidad (4 veces),
problemas respiratorios (4), pérdida de pelo (3 veces) y picazdn (2 veces) que
los caninos seronegativos. Los caninos seropositivos tuvieron 4 veces mas
probabilidad de presentar fiebre durante el examen objetivo general que los
seronegativos. Anorexia, fiebre y debilidad son signos clinicos reportados para
todas las especies de Babesia que infectan perros (Irwin, 2009, Solano-Gallego
y Baneth, 2011, Solano-Gallego et al., 2016), mientras que problemas
respiratorios se han asociado mas a caninos infectados con B, canis rossi
(Jacobson, 2006; Solano—Gallego et al., 2016). No se ha reportado a la fecha la
pérdida de pelo ni picazén como factores asociados, ni como signos clinicos en
caninos seropositivos. Se necesitan estudios futuros para conocer la razon por
la cual la picazén y la pérdida de pelo se establecieron como factores asociados
en la presente investigacion.

Ser de raza pura resulto ser un factor protectivo. El 9% de los caninos sin
raza definida fueron seropositivos, mientras que sélo un 1% de los caninos de
raza. Segun lo indicado por Araujo et al. (2015) los caninos de razas puras, por
lo general, viven en lugares mas 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 protectivo en nuestro estudio. Otros estudios han reportado que los
caninos sin raza definida presentan mayor seroprevalencia con B. canis vogell
que aquellos perros de razas puras (Maia et al., 2007, Araujo ef al,, 2015).

Frecuentar por afios parques recreativos resulté ser un factor protectivo,
el 10% de los caninos que visitaron parques recreativos sélo una vez, fueron
seropositivos, mientras que solo el 3% de los que los visitaron por anos,
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 clinicos sugestivos de babesiosis significativamente

diferentes a los caninos que visitaron por afios el parque, a excepcion de
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anorexia, y tampoco presentaron mayor cantidad de garrapatas. Es posible, que
los duefios de estos animales vieran a los investigadores en el parque realizando
la Envest-igaciﬁn. y debido a la anorexia de sus perros, visitaran por primera vez
el parque para incorporar a sus perros en la investigacion. Se necesitan, sin
embargo, mas investigaciones para explicar y confirmar este hallazgo.

Se identificé que los caninos seropositivos tuvieron 5 veces mas
posibilidad de vivir fuera del Valle Central que los caninos seronegativos. Esto
puede deberse a las condiciones en las que vivian los caninos fuera del Valle
Central. Las regiones fuera del Valle Central se consideran mas rurales y con
condiciones economicas mas desfavorables que dentro del Valle Central. Una
encuesta llevada a cabo en una ciudad mexicana y en tres comunidades rurales
mostré que el nivel de supervision de los perros varia con la condicion
socioeconomica, e indicd 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 et al., 2007)

Esto concuerda con nuestra investigacién, ya que del total de factores
asociados encontrados en este estudio, cuatro (convivencia con mas de tres
perros, presencia de garrapatas, presencia de garrapatas de la especie R
sanguineus s.l., y grado de infestacion con garrapatas) fueron significativamente
mas frecuentes en los caninos viviendo fuera del Valle Central (p<0,05), los
cuales pueden haber incidido en la mas alta seroprevalencia de babesiosis
determinada en esos perros. Asi un 26% de los caninos fuera del Valle Central
convivieron con mas de tres perros en comparacion 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.|, mientras que
solamente en un 15% de los caninos viviendo dentro del Valle Central se
encontré esta especie de garrapata. El 41% de los caninos viviendo fuera del
Valle Central presentaron de 1 a 10 garrapatas, el 8% de 10 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% presentaronde 1a 10, de 10225y de 25 a
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50 garrapatas, respectivamente. Ademas, las condiciones climaticas que se
presentan fuera del Valle Central pueden favorecer un alto nivel de infestacion
de los animales con g;'arrapatas (Costa-Junior et al., 2009). Se conoce que
condiciones de humedad menor a 50% y temperaturas mas bajas que 18°C
impiden el desarrollo del ciclo biclégico de |a garrapata R. sanguineus s.l. (Maroli
at af., 1996). El fendmeno de diapausa que se define como la reduccién del
metabolismo en ciertos insectos, provocada por exposicion 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 incubacion de los huevos o inhibiendo la
blusqueda de hospederos (Sonenshine, 1993). Por el contrario, |a alta humedad
y temperatura fuera del Valle Central podrian beneficiar el crecimiento y
desarrollo de las garrapatas y asi potenciar la inoculacion del parasito de Babesia
en los caninos.

La IFl o en general las técnicas serologicas son Gtiles porque permiten
determinar animales que han estado en contacto con el parasito, permiten
detectar la presencia indirecta del agente, cuando el nimero de parasitos de
Babesia en sangre es muy bajo {frotis) y es una técnica méas barata que el PCR.
Sin embargo, presenta algunos inconvenientes como lo son la reaccién cruzada
entre diferentes agentes babesiales. Otro inconveniente que presenta la IFI, es
la dificultad de identificar infecciones activas (Papadopoulos et al., 1996; Galuppi
et al., 2012, Ristic y Sibinovic, 1964; Todorovic, 1975, Dantas-Torres y Aguiar
2006, Kubelova et al., 2013).

4.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

La prevalencia encontrada mediante la gPCR a nivel nacional de B. canis
vogeli (31%, 125/400) fue mayor a la reportada en un estudio anterior mediante
qPCR (8%, 12/144) realizado por Rojas et al. (2014). La diferencia en la
prevalencia encontrada en este estudio con respecto al estudio de Rojas pudo
deberse a que el tamario de la muestra (144) y la répresentatividad 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 Ramon en Alajuela y Kekoldi en Limén, en comparacion con
las 400 muestras recolectadas a nivel nacional y analizadas en el presente
trabajo. |

Otro estudio con gPCR que reporta la presencia de B. canis vogeli en un
unico pueblo de Guanacaste (Nueva Esperanza) fue el realizado por Wei et al.
(2015), que reportd una prevalencia de 20% (8/40), menor a la enconirada 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%, 3/36). La
diferencia en los resultados también pudo deberse al tamano de la muestra y a
la representatividad de ésta,

Otra razon por la cual se podrian presentar diferencias entre nuestro
estudio y los estudios de Rojas el al. (2014) y Wei ef al. (2015), podria deberse
a la técnica de qPCR utilizada. Rojas et al. (2014) amplificaron mediante qPCR
un fragmento del gen de la proteina de chogque térmico 70 (hsp70) de B. canis
vogeli, utilizando sondas de hidrolisis; mientras que Wei et al. (2015) amplificaron
un fragmento del ARNr18S de Babesia spp. utilizando sondas FRET, y mediante
analisis de curvas de fusidon determinaron la especie de Babesia. En nuestro
estudio se amplificé un segmento del ARNr18S de B. canis vogeli y se utilizé el
fluoréforo SYBR Green |. Se conoce que el SYBR Green | es un fluorédforo que
interactla con el surco menor del ADN de doble cadena, emitiendo 1000 veces
mas fluorescencia que cuando esta libre en solucion (Valasek y Repa, 2005). El
inconveniente de los agentes intercalantes como el SYBR Green |, cuando se
compara con sondas de hidrélisis o con sondas FRET, es su capacidad de union
a ADN inespecifico de doble cadena generando sefales inespecificas. Sin
embargo, la escogencia adecuada de los iniciadores determiné en gran manera
la especificidad de nuestra técnica. La especificidad de los iniciadores utilizados
fue evaluada previamente por Vilhena et al. 2013 de la siguiente manera: 1)
mediante pruebas in silico para evitar amplificacion cruzada con otros agentes
{utilizando informacion de las secuencias depositadas en las bases de datos del
GenBank y RDP 11}, 2) comprobando la amplificacion de un control positivo a B.
canis vogeli y por ausencia de amplificacion en muestras posilivas a otros

agentes y 3) por secuenciacién del ADN de muestras positivas para B. canis
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vogeli. Ademas, la técnica de gPCR implementada mostré una alta eficiencia
(103%) y espedificidad, lo que se determind mediante la curva estandar y el
analisis de curvas de disociacién, respectivamente, por lo que se descartan
reacciones inespecificas (resultados falsos positivos).

La eficiencia de la gPCR se define, como la fraccion 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, eslo significa que
en cada ciclo de PCR se duplica el numero de moléculas de ADN de interes
(Sveca et al, 2015). También se comprobé que la gPCR implementada en el
presente estudio resultd ser bastante especifica, ya que el analisis de curvas de
disociacion solamente mostré un producto amplificado. Por estas razones se
descarta que la qPCR implementada en el presetne estudio haya arrojado
resultados falsos positivos.

Otra de las razones por |as cuales se determiné una alta prevalencia en
nuestro estudio podria ser quizas, porque en el momento en que se realizo la
toma de muesiras se estaba empezando a diseminar la infeccion, por eso tantos
perros positives en gPCR y negativos adn en IFl. Sin embargo, se necesitara
realizar otras investigaciones para comprobarlo.

Mediante gPCR también se observd una mayor prevalencia de B. canis
vogeli fuera del Valle Central (43%, 78/180), en comparacién con la encontrada
dentro del Valle Central (21% 47/220) (p=0,05). En contraste con los resultados
de seroprevalencia obtenidos en el presente estudio, se determind un alto
porcentaje de perros gPCR positivos (38-56%) en todas las provincias fuera del
Valle Central y en Alajuela y Cartago. Como ya se menciono 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
introduccién de Babesia en los caninos. Los caninos gPCR positivos viviendo en
la provincia de Alajuela, representan tanto a un cantén del Valle Central, Alajuela,
como a un cantén fuera del Valle Central, San Carlos, casualmente los caninos
de San Carlos presentaron una alta prevalencia (779%), quizas esta es la razon

por la cual la provincia de Alajuela fue la mas prevalente de todas. A pesar de
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que la provincia de Cartago se caracteriza por un clima mas 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 determind una alta prevalencia
(52%) del agente en los perros seronegativos, lo que puede indicar una infeccion
reciente como también se establecid en las provincias de Alajuela y Limén,
donde las prevalencias establecidas con el gPCR fueron mucho mayores a las
seroprevalencias determinadas. Esto podria indicar una infeccion reciente de la
poblacion con el agente en el momento en que se tomaron las muestras
(Kubelova et al., 2013). Esto concuerda con los resultados del trabajo de Rojas
et al. (2014) en el cual no encontraron B.canis vogeli dentro del Valle Central.
Otra razdn de altas prevalencias en caninos seronegativos podria ser debido a
que el sistema inmune de los perros infectados con B. canis vogeli no detecte el
agente y por lo tanto no seroconvierten, tal situacion ha sido reportada en
caninos infectados cronicamente por B. gibsoni que resultaron ser seronegativos
(Birkenheuer et al., 1999).

Se reporta por primera vez la presencia de B. canis vogeli en perros del
Valle Central, ya que no se habia reportado anteriormente (Rojas ef al., 2014).

Tener propielario y vivir con una a cuatro 0 mas personas resultaron ser
factores asociados. Los animales gPCR positivos tuvieron 4 veces mas
probabilidad de tener propietario que los qPCR negativos. Los perros gPCR
positivos tuvieron 4 6 3 veces mas probabilidad de vivir con una o cuatro
personas o mas de cuatro personas que los qPCR negativos, respectivamente.
Se esperaba que los caninos sin propietario presentaran mayor probabilidad de
ser qPCR positivos (sélo 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 mas expuestos al vector
(Araujo et al., 2015) o por no recibir tratamiento contra ectoparasitos. Sin
embargo, esto no fue lo observado en este estudio. Un estudio realizado en el
noreste de Iltalia encontré que no se encontraron diferencias significativas entre
las prevalencias a B. canis entre caninos con y sin propietarios (Vascellari et al.,
2016). Quizas, la razén por la cual tener propietario o vivir con una a cuatro o

mas personas resultara ser un factor asociado fuera 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 Babesia a edades tempranas. Animales sin duefios o con menos
duefios, posiblemente se enfrentan a edades mas tempranas al agente,
seroconvierten, y estan protegidos por el resto de sus vidas de reinfecciones.
Esta es una posible explicacion de estos dos factores de riesgo, sin embargo
hacen falta mas investigaciones al respecto.

Los caninos gPCR positivos tuvieron 3 veces mas probabilidad de
presentar de 11 a 25 garrapatas que los gPCR negativos, lo cual ha sido
ampliamente reportado en la literatura (Dantas-Torres y Aguiar, 2006).

Haber recibido tratamiento oral contra garrapatas también resulto ser un
factor protectivo. El 34% de los caninos que no recibieron tratamiento oral
resultaron ser gPCR positivos a B. canis vogeli, mientras que sélo el 4% de los
que recibieron tratamiento oral resultaron positivos. Aungque en este estudio
también se evalud la asociacién entre el tratamiento topico y parental y la
seroprevalencia o prevalencia a B. canis vogeli no se obtuvo asociacion
significativa entre estos tratamientos. En la literatura se reporta un estudio donde
se evalud la asociacion entre el uso de acaricidas sobre los caninos y la
seroprevalencia de B. canis vogeli, pero no se determind asociacion (Araujo et
al., 2015). En la actualidad se recomienda el uso de acaricidas topicos con accion
residual y resistencia al agua como una de las principales acciones para prevenir
la babesiosis canina (Solano Gallego et al., 2016).

Se identificd que los caninos gPCR positivos tenian 3 veces mas
probabilidad de vivir fuera del Valle Central que los caninos gPCR negativos,
debido probablemente a que los perros fuera del Valle Central viven en zonas
mas rurales y con condiciones econémicas mas desfavorables que los caninos
dentro del Valle Central, y en condiciones climaticas que favorecen un alto nivel
de infestacion de los animales con garrapatas (Marali et al., 1996; Ortega-
Pacheco et al., 2007).

Hasta la fecha no se habia reportado la presencia de B. canis vogeli en
garrapatas de caninos en Costa Rica. En otros paises se han reportado

porcentajes de infeccion de garrapatas con B. canis vogeli recolectadas sobre
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perros de 2.6% (6/235, Maranhéo, Brasil) y de 4.4% (7/160, Pernambuco, Brasil)
{Barbosa-Silva et al., 2012; Araujo et al., 2015). En Tunisia, un estudio reporté
un porcentaje de infeccién de 0.6% (1/160) (M'ghirbi v Bouattour, 2008) y en
Japon de 0.5% (6/1136) (Inokuma et al., 2003). En nuestro estudio el ADN de B.
canis vogeli fue encontrado en el 30% (42/142) de las garrapatas, prevalencia
mucho mas alla que las determinadas en Brasil, Tunisia y Japdn. Los estudios
realizados en estos tres paises utilizaron la técnica de PCR en punto final para
identificar el agente infeccioso. En nuestro trabajo, la PCR punto final también
determind bajas prevalencias en perros y garrapatas a diferencia de la gPCR,
esta pueda ser quizas una razon de haber detectado mayores prevalencias de
infeccion en nuestro estudio con qPCR, ya que se conoce que la gPCR es por lo
menos cuatro veces mas sensible que la PCR en punto final (Chiang ef al, 1996;
Mosqueda et al_, 2012). El bajo porcentaje de infeccidn reportado por Inokuma
et al. (2003) en garrapatas de Japon, menor al reportado en este estudio, era
esperado, ya que se conoce que la garrapata R. sanguineus s.1. el vector natural
de B. canis vogeli se encuentra distribuido principalmente en climas célidos y de
alta humedad (Inokuma et al., 1996}, como los que se presentan en Costa Rica.

Este alto porcentaje de infeccion con B. canis vogeli encontrado en las
garrapatas también podria confirmar la alta prevalencia en caninos en gPCR y
no en la IFl, es decir una gran cantidad de caninos con posible infeccion reciente.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
porcentaje de garrapatas infectadas con B. 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.l. (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.l. (Dantas-
Torres, 2008). En este estudio se encontro, ademas una garrapata de |la especie
‘A. ovale infectada con B. canis vogeli, sin embargo, se deben realizar mas
estudios para comprobar 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 gPCR negativos con
garrapatas positivas. Estas garrapatas probablemente fueron recolectadas de
los perros antes de que fueran infectados con B. canis vogell ya que la
inoculacion requiere en promedio tres dias de alimentacién para la transmisién
del agente (Araujo et al., 2015).

El presente estudio demostré que la qPCR es un técnica util para la
deteccidon 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 ef al., 2006). En casos de baja parasitemia es de gran utilidad
utilizar la PCR, aunque pueden presentarse falsos negativos en casos de
babesiosis cronica, por la eliminacion del parasito en la sangre circulante del
hospedador y su persistencia en medula dsea (Abutarbush et al., 2012
Kubelova, et al., 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 Ct entre 33 y 36. Esto puede haberse debido a una menor
cantidad de ADN en el momento en que se procesaron las muestras mediante
gPCR que a la hora de procesarlas por PCR en punto final, producto de la
repetida manipulaciéon por lo que no se encontraron dentro del rango de Ci
considerado como positivo.Se conoce que los procesos de congelacion y
descongelacion promueven la degradacion del ADN (Gomez y Uribe, 2007). Otra
razon podria ser, que las muestras de caninos y garrapatas que no amplificaron
en el gPCR pertenecieran a ofra especie de Babesia, como por ejemplo B.
gibsoni reportada por Wei et al, en el 2015 en Guanacaste. Dos de las cinco
muestras que se determinaron como Hepalozoon canis resultaron también
positivas en gPCR (1 sangre y 1 garrapata), determinandose asi la presencia de
los dos agentes en estas muestras, lo cual ya ha sido reportado en la literatura
(Pereira da Cosla et al., 2015). Caninos infectados con Babesia también se han
reportado infectados con otros patogenos tales como Leishmania spp.,
Ehrlichia/Anaplasma spp., Hepatozoon spp. o Rickettsia conorii. La coinfeccion
con otros patogenos tiene gran importancia clinica ya que el diagnostico se
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complica, el pronéstico empeora, los signos clinicos se exacerban y la efectividad
del tratamiento se reduce (Miro ef al., 2013; Solano-Gallego et al., 2015).

La PCR de punto final presentd desventajas en comparacion con la gPCR,
consumi® mucho mas tiempo al utilizar geles de agarosa, ademas, los resultados
se basaron en la discriminacion de segmentos amplificados por tamafios, lo cual
no fue preciso. En contraste, el hecho de que la sefal fluorescente en la qPCR
fue detectada por un termociclador hizo esta técnica mas sensible y objetiva
(Chiang et al., 1996; Mosqueda et al., 2012).

Con respecto a los pimers PIRO-A1 y PIRO-B utilizados en la PCR en
punto final, éstos no resultaron ser especificos para la deteccién del género
Babes.rfa, lo que no concuerda con estudios anteriores (Fdldvari ef al, 2005;
Olmeda et al., 1997 y Muhinickel et al., 2002; Jefferies et al., 2003). Luego de
secuenciar las muestras en las que se .cbsewamn bandas en el gel de agarosa
cercanas a los 450 pb se obtuvieron secuencias de Hepaftozoon canis, este
hallazgo ya habia sido reportado (O'Dwye ef al., 2009).

4.3 Situacion epidemiolégica de la babesiosis canina en Costa Rica

Al comparar los resultados de la IFA con la qPCR se establecid una
prevalencia mucho mayor (31%) que la seroprevalencia (5%). Estos hallazgos
podrian indicar que un gran nimero de caninos (111) se detectaron en una fase
de infeccién temprana, en la que aun no presentaban anticuerpes (gPCR
positivos y serolégicamente negativos), indicando una reciente diseminacion del
agente en la poblacién en el momento de la recolecta de las muesiras de sangre.
Esto concuerda con los hallazgos de garrapatas qPCR posifivas sobre caninos
seronegativos ¥ gPCR negativos. En la literatura se reporta que las garrapatas
necesitan alimentarse al menos tres dias 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 infeccion
(Vercammen et al., 1997). Los 111 caninos no presentaron signos clinicos
significativos de babesiosis, ni presentaron valores hematologicos diferentes a
los caninos negativos, lo que concuerda con una infeccién temprana (Krause ef
al., 1996).
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Un total de siete caninos resultaron tanto seropositivos como qPCR
positivos, lo que indica una infeccion activa de los caninos en el momento de la
toma de muestra. Se cree, que los animales probablemente se hayan infectado
un tiempo atras (al menos hace 21 dias, 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
dias post-infeccion en en el perro (Fukumoto ef al., 2004).

La combinacion de técnicas serologicas con técnicas moleculares permitié
determinar perros con infeccién reciente (111), activa (7) o pasada (12),
permitiendo entenderr la situacion epidemiologica de la babesiosis canina en
Costa Rica. Se concluye, que la babesiosis canina pareciera ser una infeccion
con reciente diseminacion en la poblacion canina, tanto dentro como fuera del
Valle Central, encontrandose mas prevalente en perros y sus garrapatas fuera
del Valle Central.
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5. Conclusiones

La seroprevalencia de Babesia spp. a nivel nacional fue de 5%, en caninos
dentro del Valle Central de 2% y fuera del Valle Ceniral de 10%.

Las variables hematologicas mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre de los perros seropositivos y seronegativos. Los
caninos seropositivos 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 mas de tres perros, grado
de infestacion con garrapatas, presencia de garrapatas, presencia de la
especie de garrapata R. sanguineus s.1., haber presentado en el pasado
anorexia, fiebre, debilidad, pérdida de pelo, problemas respiratorios y
picazon y haber presentado en el examen objetivo general fiebre, Mientras
que, raza pura y frecuentar por afos 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% vy fuera del Valle Central de 43%.

Mo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

valores hematologicos de los caninos gPCR positivos y negativos.

Los factores asociados a positividad (gPCR) fueron: vivir fuera del Valle
Central, vivir con una a mas de cuatro personas, tener propietario, y el
grado de infestacion con garrapatas. Mientras que, el tratamiento oral

contra garrapatas resultd ser un factor protectivo asociado a positividad.

En un 30% de las garrapatas de perros analizadas se presentd B. canis
vogeli, 41 R. sanguineus s.l. y 1 A. ovale.
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B. canis vogeli fue la Unica especie de Babesia presente en sangre y en

garrapatas de perros.

De los 130 caninos positivos, ya sea en IFl o qPCR, el 85% (111/130)
presentaron infeccion reciente, el 5% (7/130) infeccion activa y el 9%
{12/130) infeccion 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

o Utilizar la técnica gPCR desarrollada en el presente trabajo para
determinar prevalencias en caninos y garrapatas a B. canis vogeliy no la
PCR en punto final evaluada.

* |Informar a la comunidad médica veterinaria nacional sobre las
alteraciones hematologicas asociados a seropositividad a B. canis vogeli
para que se incorporen al diagnostico de babesiosis y realizar futuros
estudios para determinar la ocurrencia y causa de la monocitopenia 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 diagnostico de babesiosis y realizar futuros estudios para
conocer la razén por la cual perros de talla mediana, habitar con mas de
tres perros, picazon y pérdida de pelo son factores de riesgo y frecuentar
por afos el parque un factor protectivo.

» Informar a la comunidad médica veterinaria nacional sobre los factores de
riesgo asociados a positividad a B. canis vogeli para que seincorporen al
diagnéstico de babesiosis y realizar futuros estudios para conocer la razén
por la cual vivir con una a mas de cuatro personas o tener propietario

resultaron ser factores de riesgo.

« Realizar futuros estudios para buscar otros hemoparasitos asociados a B.
canis vogeli y transmitidos también por garrapatas para evaluar como las
infecciones multiples pueden alterar los valores hematologicos vy

asociarse a factores de riesgo.
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Realizar futuros estudios que permitan identificar otras especies de
Babesia en caninos y garrapatas de Costa Rica. B. gibsoni ha sido
reportada Gnicamente en un pueblo de Guanacaste, seria importante

conocer su distribucion y prevalencia a nivel nacional.

Determinar la seroprevalencia actual, para confirmar la posible reciente

diseminacion del agente en perros de Costa Rica.

Utilizar técnicas seroldgicas y técnicas moleculares ya que facilitan

determinar infecciones recientes, activas y pasadas en la poblacion.
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8. Anexos
Anexo 1. Sinopsis de las diferencias estadisticamente significativas de los
valores hematoldgicos encontrados en todo el estudio en caninos con respecto

a B. canis vogeli,

Grupos a comparar’ Valor
Prueba Hematoloégico
con P = 0,057

Hemataocrito

Hemoglobina

IE) Seropositivos Seronegativos CHCM

Monocitos

Plaguetas

IFly Positivos (IF1 y gPCR) | Negativos (IF! y gPCR) CHCM
gPCR

"Los valores hematolégicos fueron menores en los grupos positivos para ambas
técnicas.

¢ No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
hematologicos de los caninos gPCR positivos v qPCR negativos, entre los caninos
seropositivos-gPCR negativos v los caninos negativos ni entre los caninos gPCR
positivos-seronegativos vy 1os caninos negalivos.
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Anexo 2. Sinopsis de los factores asociados a los caninos seropositivos o

positivos a B. canis vogeli en todo el estudio.

Prueba | Riesgo/Proteccion| Factores asociados a babesiosis,valor de P < 0,05
Riesgo Fiebre
Riesgo Talla mediana
Riesgo Picazon en el pasado B
Riesgo Fiebre en el pasado
Riesgo Fuera Valle Central
Riesgo Anorexia en el pasado
Riesgo Debilidad en el pasado
IFI Riesgo Presencia de garrapatas

Riesgo Presencia de R. sanguineuss.|.
Riesgo Pérdida de pelo en el pasado
Riesgo Mas de 3 perros que habiten con el perro
Riesgo Problemas respiratorios en el pasado
Riesgo Grado de infestaci6n con garrapatas (1-10, 25-50)

Proteccion Raza pura

Proteccion Frecuencia de visitas a parques (afos)
Riesgo Fuera del Valle Central

qPCR Riesgo Los perros con propietario

Riesgo Caninos con 11-25 garrapatas
Riesgo Cantidad humanos que habitan con el perro (1-4, >4)

Proteccion Tratamiento oral contra garrapatas






