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RESUMEN

La hepatozoonosis es una parasitosis causada por protozoarios apicomplexos del
género Hepatozoon. Unas 50 especies han sido reportadas parasitando mamiferos
domésticos y salvajes, siendo Hepatozoon canis y Hepatozoon americanum las
especies mas diagnosticadas en canidos domésticos y silvestres en América. Como
antecedentes, en canidos en Uruguay, se ha reportado la presencia de Hepatozoon
canis en perros, y Hepatozoon sp. en Cerdocyon thous (zorro de monte). El objetivo
de este estudio fue determinar la presencia de Hepatozoon spp. en canidos silvestres
del norte de Uruguay, mediante diagndstico molecular a través de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion, y compararlo mediante analisis
filogenéticos con especies reportadas para la region. Para ello se obtuvieron, a partir
de ejemplares atropellados en rutas del norte del pais, muestras de sangre y bazo
de 41 zorros: 23 de C. thous y 18 de Lycalopex gymnocercus (zorro de campo). El
ADN de las muestras fue extraido mediante un kit comercial. El diagnostico
molecular se realiz6 por PCR usando dos sets de cebadores que amplifican dos
regiones solapantes del gen 18S rARN de Hepatozoon spp. Como resultados, seis
de las 41 muestras procesadas (prevalencia: 14,6%) confirmaron la presencia de
ADN de Hepatozoon sp., de las cuales, cuatro correspondieron a C. thous y dos a L.
gymnocercus. En base a las secuencias obtenidas, la especie de Hepatozoon
caracterizada para ambas especies de zorros de Uruguay correspondié a
Hepatozoon americanum. El analisis filogenético demostré que las secuencias de
Hepatozoon obtenidas, forman un clado con un alto soporte (Bootstrap de 100)
con secuencias de H. americanum de Amblyomma maculatum de Estados Unidos,
Hepatozoon sp. Curupira 2 y Hepatozoon sp. F3, secuencias obtenidas de C.
thous de Brasil, , H. americanum aislado Belem 03, obtenida de un perro de Brasil,
y Hepatozoon sp. aislado ZG7 de Lycalopex griseus de Argentina.
Hepatozoon americanum es el agente de la Hepatozoonosis Canina Americana en
perros de Estados Unidos, parasitosis de la cual aun no se han reportado
casos clinicos en Sudamérica. De nuestro conocimiento, este es el primer

registro de H.americanum para Uruguay y el primer reporte en L. gymnocercus.



SUMMARY

Hepatozoonosis is a parasitic disease caused by apicomplexan protozoa of the genus
Hepatozoon. About 50 species have been reported parasitizing domestic and wild
mammals, Hepatozoon canis and Hepatozoon americanum being the most diagnosed
species in domestic and wild canids in America. As a background, in canids of
Uruguay, the presence of Hepatozoon canis in dogs, and Hepatozoon sp. in
Cerdocyon thous (crab-eating fox). The aim of this study was to detect the presence
of Hepatozoon spp. in wild canids from the north of Uruguay using a molecular biology
technique: the polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Phylogenetic
analysis comparing species reported in the region was carried out. Samples were
obtained from dead specimens found along the main routes in the north of Uruguay.
Blood and spleen samples were obtained from 41 foxes: 23 from C. thous and 18 from
Lycalopex gymnocercus (pampas fox). The DNA of the samples was extracted using
a commercial kit. PCRs were performed using two set of primers targeting two
overlapping regions of the 18S rRNA gene of Hepatozoon spp. Six out of 41 processed
samples were positive to Hepatozoon sp. revealing a prevalence of 14.6%. Four of
them corresponded to C. thous and two to L. gymnocercus. The Hepatozoon species
characterized for both species of foxes from Uruguay correspond to Hepatozoon
americanum. Phylogenetic analysis revealed that the Hepatozoon sequences obtained
were grouped with a high support clade (Bootstrap of 1000 replicates) with sequences
of H. americanum from Amblyomma maculatum of United States, two sequences
obtained from C. thous of Brazil, Hepatozoon sp. Curupira 2 and Hepatozoon sp. F3,
H. americanum isolated Belem 03 from a Brazilian dog, and Hepatozoon sp. isolated
ZG7 from Lycalopex griseus from Argentina. Hepatozoon americanum is the agent of
American Canine Hepatozoonosis in dogs of United States. This species has not yet
been reported in clinical cases in South America. To our knowledge, this is the first H.

americanum record for Uruguay and the first report for L. gymnocercus.



INTRODUCCION

1.1. Los canidos

Los zorros pertenecen al orden Carnivora, el cual esta integrado por unas 238
especies en todo el mundo. Presentan una conducta alimenticia generalista, en la que
la carne es la fuente principal de obtencién de energia. Aunque también, dentro de
este orden existe un importante nimero de especies cuya alimentacion es omnivora,
frugivora o completamente insectivora. Esta diversificacion en la dieta ha permitido al
grupo de los carnivoros adaptarse a variados tipos de habitats (Rodriguez-Mazzini y
Molina, 2000).

Los grandes carnivoros son depredadores tope de las tramas alimentarias y
como tales, desarrollan una funcion en la regulacion de las poblaciones de sus presas.
Otras especies de carnivoros intervienen en los procesos de dispersion de semillas y
en la eliminacion de carrofia. También, muchas especies de canidos actlan en la
regulacion de las poblaciones de pequefios roedores, las que en ocasiones presentan
problemas de tipo sanitario o generan pérdidas en zonas de cultivos (Rodriguez-
Mazzini y Molina, 2000).

Dentro del orden Carnivora, los zorros se incluyen en la familia Canidae. Los
representantes de la familia Canidae pueden ser agrupados de acuerdo a resultados
de andlisis moleculares en tres grandes linajes (Carlozzi, 2011). El linaje de los
“canidos tipo lobos” incluye a los géneros Canis, Lycaon, Cuon y Spheotos; el linaje
de los “canidos tipo zorros” incluye los géneros Vulpes, Alopex y Fennecus; y el linaje
de los “canidos sudamericanos” integrado por los géneros Atelocynus, Chrysocyon,
Lycalopex, Duscicyon (extinto) y Cerdocyon. Los géneros Urocyon, Otocyon y
Nyctereutes representan linajes independientes y mas antiguos (Wayne y col., 1989).

En lo relativo a su alimentacion, los canidos son carnivoros generalistas y
pueden presentar un régimen alimentario mas o menos omnivoro. Consumen carne,
pero también poseen un diente molar triturador apropiado para tratar alimento vegetal.
Los caninos son bastante largos, pero no altamente especializados, no son
particularmente agudos ni muy aplanados (Ewer, 1977). En cuanto a la locomocion,
los canidos poseen extremidades adaptadas a la carrera en terrenos relativamente
abiertos (Ewer, 1977).



Son animales que poseen generalmente habitos crepusculares y nocturnos,
con un ambito hogarefio 0 area de campeo que es un espacio utilizado por un
animal donde realiza sus actividades diarias (Burt, 1943), mas o menos amplio que
puede variar en funcion de la especie de que se trate, del sexo, de la
estacionalidad, de su ciclo reproductivo y de las fluctuaciones en la disponibilidad

de los recursos alimentarios (Rodriguez-Mazzini y Molina, 2000)

1.2. Especies de canidos silvestres del Uruguay

En Uruguay se han registrado tres especies de canidos silvestres. El zorro de
monte o zorro perro Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766), el zorro gris o de campo
Lycalopex gymnocercus (Fischer, 1814) y el lobo de crin 0 aguara-guazu
Chrysocyon brachyurus (llliger, 1815) (Gonzalez y Martinez-Lanfranco, 2010).

De estas tres especies, el aguara-guazu es la que se encuentra claramente
amenazada; se la considera como especie en peligro de extincibn en Bolivia,
Argentina y Brasil, y se puede considerar que practicamente ha desaparecido de
Uruguay (Gonzélez y Martinez-Lanfranco, 2010). Las otras dos especies no tienen

problemas significativos respecto a su conservacion.

1.2.1. Cerdocyon thous

El zorro de monte o zorro perro (Figura 1), es un canido con amplia distribucion
en Sudameérica, encontrandose en Colombia, Venezuela, Paraguay, una region de
Pera y Bolivia, el norte de Argentina, Brasil y Uruguay como punto mas austral del
rango (Carlozzi, 2011).

Se lo puede encontrar habitando en riberas de rios, arroyos y lagunas, entre
montes y matorrales marginales de bafiados (Bocage, 1992). Sus horas de mayor
actividad son a partir del atardecer (Carlozzi, 2011).

Tiene un hocico mas corto respecto al zorro de campo y se caracteriza por una
coloracién marrén grisacea, que posee una linea dorsal negra mas o menos marcada,
que llega hasta la cola, los extremos de sus miembros también son negros, aunque

se considera que existe una importante variacion dentro de la especie (Berta, 1982).
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Pueden presentar un largo que va desde los 90 a 120 cm y un peso que varia
entre los 4 a 9 kg. Tiene hébitos nocturnos y se alimenta basicamente de pequefios
mamiferos, anfibios, aves, insectos, y vegetales (Cravino y col., 1997; Gonzalez y
Martinez-Lanfranco, 2010).

Figura 1: Ejemplar de Cerdocyon thous hallado muerto en la ruta (foto Dr. José M.

Venzal).

1.2.2. Lycalopex gymnocercus

Es conocido como zorro de campo o zorro gris (Figura 2), posee una
distribucién geogréfica tipicamente mas sur dentro de Sudamérica. Esta especie se
distribuye por todo el territorio nacional, y aunque prefieren vivir en campos abiertos
se los puede encontrar en zonas de montes o bosques (Di Bitetti y col., 2009).

El zorro gris posee un pelaje gris jaspeado y ventralmente gris palido; la cabeza
es rojiza y con respecto al zorro de monte, posee orejas mas largas, hocico mas fino
y las extremidades de las patas mas claras. Es el mas pequefio de los canidos
silvestres presentes en el pais con un largo entre 86-108 cm y un peso entre 3,8-8,0
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kg. Son de habitos nocturnos y suelen andar solos, pero en la época de apareamiento
en invierno se los puede encontrar en parejas (Gonzalez y Martinez-Lanfranco, 2010).

Son animales omnivoros con una variada alimentacion vegetal y animal (Cravino y
col., 1997).

/ % SRR, S S RO : : :
Figura 2: Ejemplar de Lycalopex gymnocercus hallado muerto en la ruta (foto Dr. José
M. Venzal).

1.2.3. Chrysocyon brachyurus

Comunmente llamado aguara guazu o lobo de crin, posee una distribucién que
en buena medida se superpone a la del zorro de monte, encontrandose en Brasil al
sur de la Amazonia y en el nordeste, oeste de Bolivia, Paraguay, norte de Argentina y
Uruguay. El aguard-guazu se reconoce facilmente por sus patas particularmente
largas, orejas grandes y un pelaje de color rojizo caracteristico. Ademas, la punta del
hocico y la porcién terminal de sus extremidades son negras (Ginsberg y Macdonald,
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1990). Es un zorro de gran tamafo con un largo total de 120 a 170 cm y una altura
aproximada de 70 cm y un peso aproximado de 25 kg.

Al igual que los canidos anteriores comparte la dieta omnivora y los habitos
nocturnos. Presenta una amplia dieta que abarca desde pequefios mamiferos

silvestres y domésticos, aves, reptiles, artrépodos y vegetales (Cravino y col., 2000).

2. Patdégenos de carnivoros silvestres asociados a perros domésticos

En general, los patégenos que circulan en las poblaciones de animales
silvestres como carnivoros, no causan una patologia manifiesta en sus hospedadores
naturales. Esto podria considerarse parte de una relacion equilibrada entre
hospedador y parasito desde una perspectiva evolutiva (Hudson y col., 2006; Mitchell,
1991).

Este equilibrio se puede quebrar cuando uno de estos patégenos de carnivoros
silvestres es transmitido a carnivoros domeésticos como el perro. En determinados
ambientes, los zorros pueden actuar como fuente de patégenos, causando una grave
enfermedad, que incluso lleva a la muerte en los perros domésticos (Millan y col.,
2019).

Un ejemplo de esta interaccion se da en la rangeliosis canina, cuyo agente, el
protozoario Rangelia vitalii, causa un grave cuadro hemorragiparo en perros, pero no
asi en los zorros C. thous y L. gymnocercus, quienes son los hospedadores naturales
en Sudameérica (Fredo y col., 2015; Soares y col., 2014).

Otro ejemplo, es el protozoario Hepatozoon americanum, un importante
patdgeno de perros en Norteamérica, que también ha sido hallado en perros y zorros
en Sudamérica (André y col., 2010; Almeida y col., 2013; Criado-Fornelio y col., 2006;
de Souzay col. 2017; Gomesy col., 2016; Millan y col., 2019; Vincent-Johnson, 2014).

Hepatozoon americanum es considerado altamente patdégeno para perros
domésticos en Estados Unidos, provocando una enfermedad febril grave, con fuerte
respuesta inflamatoria, que conduce a una miositis, asociada con anomalias
locomotoras e hiperestesia. Ademas, muchos perros afectados también desarrollan
lesiones Oseas importantes (de Souza y col., 2017; Little y col,. 2009; Vincent-
Johnson, 2014).
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3. Hepatozoon

El phylum Apicomplexa es un grupo de protistas compuesto por diversos
organismos que se caracterizan por ser parasitos obligatorios. A pesar de su gran
importancia sanitaria desde el punto de vista médico y veterinario, se estima que
Unicamente el 0,1% de las especies de este phylum han sido descritas (Morrison,
2009).

Las especies del género Hepatozoon, familia Hepatozoidae, estan entre los
hemoparasitos mas abundantes y ampliamente distribuidos. Se conocen mas de 300
especies que han sido descriptas en anfibios, reptiles, aves y mamiferos, de ellas,
unas 50 especies son reportadas en mamiferos domeésticos y salvajes (Allen y col.,
2011).

La denominacién Hepatozoon, proviene del desarrollo de la merogonia en el
higado, aunque no en todas las especies utilizan este tejido en forma principal. En el
caso de las especies que tienen como hospedadores anfibios, reptiles y aves, los
gamontes infectan eritrocitos y en los mamiferos principalmente leucocitos (Bazzano,
2017) (Figura 3).
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Figura 3: Dos gamontes de Hepatozoon canis en neutrofilos (marcados con
flechas), en un frotis de sangre. Los gamontes de Hepatozoon americanum son casi

idénticos en apariencia a los de H. canis (tomado de Vincent-Johnson, 2014).

El ciclo de Hepatozoon spp. incluye una forma de desarrollo asexual llamada
merogonia en el vertebrado intermediario, que puede ser un mamifero, seguida de
una sexual denominada gametogonia que lleva a la esporogonia en el invertebrado
hematofago, que es el hospedador definitivo (Smith, 1996).

La transmision del parasito ocurre cuando el hospedador vertebrado
intermediario, por ejemplo, el zorro, ingiere el hospedador invertebrado definitivo
(Greene, 2012). Otras vias de transmisién descriptas son por depredacion y la
transmision vertical (Murata y col., 1993).

La ingestion de invertebrados infectados con ooquistes esporulados por parte
del hospedador intermediario genera la liberacion de esporozoitos en el tracto
gastrointestinal. Estos esporozoitos atraviesan la pared del intestino y son
transportados por el sistema circulatorio hasta los 6rganos diana (higado, bazo,
médula Osea, etc.), donde ocurre la fase de merogonia, dando como resultado
merozoitos. Estos son liberados, penetran en los neutréfilos y se transforman en
gamontes que se encuentran en la sangre periférica (Gavazza y col., 2003).

Cuando un hospedador definitivo invertebrado como por ejemplo una garrapata
succiona sangre periférica de un hospedador intermediario vertebrado, los gamontes
(gametocitos) se liberan en el intestino de la garrapata donde tiene lugar la
gametogonia. De la unién del microgameto y macrogameto, se forma un cigoto mévil
gue se dirige al hemocele de la garrapata, donde tiene lugar la esporulacion de los
ooquistes que evolucionan hasta hacerse infectantes (Baneth y col., 2007).

A diferencia de muchos protozoos y bacterias patégenas que se transmiten a
través de la saliva de los vectores, en el caso de Hepatozoon la infeccion del
hospedador intermediario se produce por la ingestién del hospedador definitivo que
posee los ooquistes maduros (Allen y col., 2008).

Los principales hospedadores definitivos invertebrados de Hepatozoon spp.
son una amplia variedad de artrépodos hematofagos, como garrapatas (Ixodidae e
Argasidae), acaros (Acari), mosquitos (Culicidae), fleb6tomos (Phlebotominae),

moscas picadoras (Diptera), pulgas (Siphonaptera), piojos (Anoplura) y chinches
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(Hemiptera) (Smith, 1996).

Varias especies y/o genotipos de Hepatozoon han sido reportadas parasitando
canidos domeésticos vy silvestres. El perro doméstico es infectado principalmente por
H. canis y H. americanum. En el caso de H. americanum es transmitida por especies
de garrapatas del género Amblyomma y afecta perros en el sur de Estados Unidos y
Brasil (Little y col., 2009; Vincent-Johnson, 2014).

En cambio, para H. canis el vector primario es la garrapata del perro
(Rhipicephalus sanguineus) y posee una amplia distribucién mundial. Hepatozoon
canis y H. americanum pueden ocasionar cuadros clinicos que pueden ser desde
asintométicos, hasta provocar la muerte (Little y col., 2009).

Las infecciones adquiridas por los perros se presentan generalmente en épocas
calidas, cuando aumenta la parasitosis por garrapatas. Los casos que se detectan en
épocas mas frias, se deben en general a las formas crénicas de la enfermedad
(Greene, 2008). La edad de presentacion mas frecuente de la enfermedad es en
perros jovenes, pero puede presentarse a cualquier edad y casi por igual en hembras
gue en machos. (Greene, 2008).

La presentacion clinica de la hepatozoonosis depende del estado inmunoldgico
del paciente, con lo que suele aparecer en cachorros, o en pacientes adultos con
alguna inmunosupresion y/o inmunodeficiencia. Influyen de la misma manera, las
infecciones concomitantes, como asi también tratamientos inmunosupresores como,
por ejemplo, corticoterapia (Baneth y Weigler, 1997; Vincent-Johnson, 2014).

Casos clinicos por H. canis han sido reportados y confirmados mediante
biologia molecular en Argentina y Brasil (Cicuttin y de Salvo, 2017; Duarte y col.,
2016).

En Uruguay casi no existen estudios sobre el género Hepatozoon en perros, a
excepcion de algunos casos clinicos y otros con confirmacion molecular de
Hepatozoon canis (Carvalho y col., 2015; Martino y col., 2015).

En el caso de canidos silvestres, diferentes especies o genotipos de
Hepatozoon se han diagnosticado alrededor del mundo. Para la region, en Brasil y
Argentina se han determinado diferentes genotipos relacionados a H. americanum y
a H. canis en zorros (Almeida y col., 2013; Criado-Fornelio y col., 2006; Giannitti y col.,
2012; Millan y col., 2019).

En lo que respecta a Uruguay, el unico reporte de Hepatozoon en zorros, fue
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realizado en Cerdocyon thous mediante técnicas de biologia molecular (PCR)
(Carvalho y col., 2015).

Con respecto a la repercusion en la salud publica, solo se ha reportado un caso
de infeccion con H. canis en una persona en Filipinas, por lo cual seria poco probable
que esta enfermedad sea de importancia en las personas inmunocompetentes
(Greene, 2008; Vincent-Johnson, 2014).

3.1. Hepatozoon canis

Se ha detectado en distintas especies de caninos y felinos domésticos y
salvajes en todo el mundo, en regiones templadas, tropicales y subtropicales (Greene,
2008; Vincent-Johnson. 2014).

Como ya fue mencionado, se transmite principalmente por la ingestién de la
garrapata comun del perro, R. sanguineus infectada con el parasito (Little y col., 2009;
Ruiz y col., 2013).

A finales del siglo XX, el taxon de R. sanguineus se consideraba como una sola
especie con una distribucién cosmopolita y asociada a perros. Sin embargo, estudios
moleculares, biolodgicos y morfoldégicos han sugerido la presencia de dos distintas
especies bajo el taxdn de “R. sanguineus” en Latinoamérica. Estas especies fueron
denominadas como linajes “templado” y “tropical”, la primera con una distribucion
restringida en América del Sur a Uruguay, centro sur de Argentina y Chile y el sureste
de Brasil, mientras que la segunda abarca desde México hasta Brasil (Guillen, 2016).
Estudios recientes demostraron que el linaje templado corresponde a R. sanguineus
sensu stricto (s.s.) y el linaje tropical a R sanguineus sensu lato (s.l.) (Nava y col.,
2018).

Rhipicephalus sanguineus tiene comportamiento endoéfilo, se ha adaptado a
vivir adentro de las casas, sin embargo, es capaz de sobrevivir en el exterior en sitios
de refugio, por ejemplo paredes de piedra caliza. Su ciclo es monotrépico ya que todos
los estados de desarrollo se alimentan de la misma especie de hospedero y de tres
hospederos ya que cada estadio requiere un nuevo hospedero para alimentarse. A
pesar de tener un comportamiento monotropico esta especie en ocasiones puede
alimentarse de otros mamiferos (incluyendo humanos). Las hembras adultas de R.

sanguineus se alimentan del hospedero y una vez terminado el proceso de
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alimentacion se desprende y cae al suelo para seguir con la digestién sanguinea y
desarrollo de los huevos para ovipositar. La duracion media del periodo de oviposicion
es de 16-18 dias, como resultado de este proceso se obtienen alrededor de 4.000
huevos, con un maximo de 7.273 huevos, una vez terminado el proceso de oviposicion
la hembra muere (Guillén, 2016).

El ciclo biologico de H. canis se divide en dos etapas: la primera se produce
dentro de la garrapata y la segunda en los caninos. La garrapata se infecta durante la
ingestion de sangre sobre un hospedador infectado al ingerir gametocitos presentes
en los neutrofilos o monocitos. El pardsito se multiplica hasta esporozoito en el
hematocele sin migrar a las glandulas salivales (Ruiz y col., 2013).

Los hospedadores intermediarios (perro, zorro, etc.) adquieren la infeccién por
la ingestion de garrapatas con ooquistes infectantes, los cuales se rompen en el
intestino y liberan los esporozoitos. Estos Ultimos penetran la pared intestinal y se
diseminan hacia distintos o6rganos (ganglios linfaticos, bazo, higado, rifiones,
pulmones, médula 6sea) a través de la sangre o linfa, invadiendo las células de estos
organos. Luego de varias generaciones asexuales se liberan merozoitos que penetran
en los neutréfilos y monocitos sanguineos para desarrollar gamontes. Los gamontes
son ingeridos por las garrapatas, donde luego de la gametogénesis se cumple la
esporogonia en el hemocele formando nuevos ooquistes infectantes. Generalmente
los gamontes son adquiridos por las ninfas de las garrapatas, que luego de mudar
desarrollan los ooquistes esporulados. Se han detectado pequefios quistes
monozoicos con un solo parasito en los hospedadores intermediarios, que podrian ser
los responsables de las infecciones potenciales por depredacion. También fue
descripta la transmisién vertical (Murata y col., 1993).

La mayoria de los perros infectados con H. canis no presentan manifestaciones
clinicas, o solo desarrollan signos leves de enfermedad. La inmunosupresion o
enfermedades concurrentes (co-infecciones con otros patdgenos), son factores
importantes en la expresion de la enfermedad, o reactivacion de una infeccion
existente (Vincent-Johnson. 2014).

La anemia es un hallazgo comun, generalmente es normocitica, normocromica,
y ocasionalmente regenerativa. El recuento de glébulos blancos es usualmente normal

en casos de parasitemia baja (menos del 5%), estos individuos tienen una reaccion
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inflamatoria limitada y al examen fisico pueden presentar mucosas palida y letargo
(Vincent-Johnson, 2014).

En perros con alta parasitemia el recuento de globulos blancos suele ser
elevado. Algunos tienen recuentos de neutrofilos de 50.000 a 150.000 / uL con cerca
del 100% de estas células conteniendo gamontes (aproximadamente el 15% de perros
infectados) (Vincent-Johnson, 2014).

La cantidad de 6rganos afectados esta en relacion directa con la gravedad del
cuadro clinico en curso. En la infeccion por H. canis lo mas comun es la hepatomegalia
y esplenomegalia con focos necréticos de 1-2 mm de diametro. Pudiendo tener en
casos de alta parasitemia, hepatitis, glomerulonefritis y/o neumonitis, ademas de
anemia grave, fiebre y caquexia. Presentando al examen fisico anomalias que se
relacionan con la presencia de coinfecciones (Vincent-Johnson, 2014).

Las infecciones por Hepatozoon canis se tratan con dipropionato de imidocarb
(5a6mg/kg SC o IM cada 14 dias) hasta que los gamontes ya no se vean en frotis
de sangre. Aunque algunos perros requieren solo uno o dos tratamientos, es posible
que se requieran al menos 8 semanas de tratamiento para perros con infecciones mas
graves. La doxiciclina (10 mg / kg / dia VO durante 21 a 28 dias) es administrada con
frecuencia junto con el dipropionato de imidocarb (Vincent-Johnson, 2014).

A pesar de la falta de una cura parasitolégica, la cura clinica se logra en muchos
perros. Perros con parasitemia baja generalmente tienen un buen prondstico de
supervivencia a largo plazo, mientras que aquellos con parasitemia alta tienen un
pronéstico reservado (Vincent-Johnson, 2014).

Se cree que los perros son el reservorio, u hospedero natural de H. canis. No
hay predileccion por sexo o raza para la hepatozoonosis. (Vincent-Johnson, 2014).

Etapas de vida de H. canis o Hepatozoon spp. morfologicamente
indistinguibles, han sido reportados en numerosas especies carnivoras de todo el
mundo, incluidas varias especies de zorro, chacal, perro salvaje africano, hiena,

guepardo, leopardo, ledn, etc. (Vincent-Johnson, 2014).
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Figura 4: Ciclo biolégico de Hepatozoon canis (tomado de Vincent-Johnson, 2014).

3.2. Hepatozoon americanum

En 1978, casos de hepatozoonosis fueron reconocidos por primera vez en el
sur de los Estados Unidos, inicialmente atribuido a una cepa patégena de H. canis.
Sin embargo, en 1997, fue identificado como una especie distinta, H. americanum, y
la enfermedad inducida se hizo conocida como Hepatozoonosis Canina Americana
(HCA) (Little y col., 2009; Vincent-Johnson, 2014).

La distribucién geogréfica de la ACH se alinea estrechamente con la de la
garrapata Amblyomma maculatum (garrapata de la Costa del Golfo), debido a que
esta es el hospedador definitivo de H. americanum (Vincent-Johnson, 2014).

Hasta hace relativamente poco tiempo la distribucion en Estados Unidos de A.
maculatum se describid como una banda continua y algo estrecha, que se extiende
aproximadamente de 100 a 150 millas tierra adentro desde la costa del Golfo de

Texas, a través de estados del sur, hasta la costa atlantica de Carolina del Sur. Pero
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los datos acumulados durante los ultimos 50 afios sugieren cambios cualitativos y
cuantitativos en la distribucién histéricamente aceptada de A. maculatum incluido el
establecido, se han detectado poblaciones a mas de 250 millas tierra adentro en varios
estados que bordean el Golfo de México y el Océano Atlantico y en varios estados sin
litoral, incluidos Arkansas, Kansas, Kentucky y Oklahoma (Paddock y Goddard, 2015).

Amblyomma maculatum esta extremadamente bien adaptada a paisajes de
sabanas y pastizales secos, en particular a tierras altas costeras y praderas de pastos
altos de los Estados Unidos (Paddock y Goddard, 2015).

Esta garrapata es considerada de tres hospederos porque cada etapa de la
vida activa se alimenta de un hospedero diferente. Tiene un comportamiento
politrépico ya que ha sido colectada de al menos 71 especies de aves y mamiferos.
En general, las larvas y ninfas de A. maculatum se alimentan de animales pequefios,
como pajaros, roedores y conejos, mientras que los adultos se alimentan de
animales mas grandes, como perros, coyotes, mofetas, panteras, 0sos, venado
de cola blanca, bovinos, equinos, ovinos y porcinos (Paddock y Goddard; Teel y
col., 2010). Solo el coyote (Canis latrans) y las ovejas domésticas (Ovis aries) han
tenido todas las etapas de vida activa de la garrapata de la Costa del Golfo
recolectadas de ellos (Teel y col., 2010).

Se estima que viven sin alimentarse, las larvas hasta seis meses, y las ninfas
hasta siete meses, dependiendo de las condiciones ambientales. Se ha demostrado
que los adultos no alimentados viven hasta 16 meses (Teel y col., 2010).

Actualmente la HCA es diagnosticada en perros principalmente en el sureste y
centro-sur de Estados Unidos (Vincent-Johnson, 2014).

La infeccién por H. americanum se desarrolla cuando los hospedadores
intermediarios (perro, coyote, etc.) adquieren la infeccibn por la ingestion de
garrapatas con ooquistes infectantes, los cuales se rompen en el intestino y liberan
los esporozoitos. Estos ultimos penetran la pared intestinal y se diseminan hacia
sangre o linfa donde penetran en neutréfilos o0 monocitos, los cuales viajan al masculo
esquelético preferentemente, y se alojan entre los miocitos. Cada microorganismo se
desarrolla dentro su célula huésped formando un "quiste de piel de cebolla" que lo
protege de la respuesta inmune del hospedador (Vincent-Johnson, 2014).

La fase de merogonia ocurre dentro del quiste, y en la maduracion del meronte,

el quiste se rompe y se liberan merozoitos. Esto provoca una severa respuesta
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inflamatoria, desarrollando un piogranuloma en el espacio donde existia el quiste, e
infectando muchas células inflamatorias.

El piogranuloma da como resultado una estructura muy vascular a partir de la cual las
células infectadas pueden volver a entrar en circulacion y los parasitos intracelulares
vigjan a otros sitios de destino, donde contindan el ciclo reproductivo asexual, o
pueden convertirse en gamontes. Los cuales, al ser ingeridos por garrapatas al
alimentarse, completan el ciclo vital (Vincent-Johnson, 2014).

Estos quistes pueden permanecer latentes durante diferentes periodos de
tiempo; su activacion y los ciclos reiterados de merogonias son los responsables de
los cuadros febriles ciclicos en el curso de la enfermedad, asi como de la recaida
clinica, con signos que pueden aparecer meses después de la curacion clinica
percibida (Vincent-Johnson, 2014).

Los perros con infeccion por H. americanum presentan una enfermedad de
moderada a grave y no se ha visto correlacién de importancia con inmunosupresion o
enfermedades concurrentes en la expresion de la enfermedad (Vincent-Johnson,
2014).

Los signos clinicos de la infeccion por H. americanum estan asociados con la
fuerte respuesta inflamatoria que se produce cuando los merontes se rompen. Causa
fiebre (hasta 40,9 ° C es comun, aunque debido a la naturaleza creciente y menguante
de la enfermedad la temperatura corporal puede encontrarse normal), miositis
(provocando mucho dolor), que se asocia con anomalias locomotoras que van desde
cojera o rigidez hasta decubito e incapacidad para levantarse e hiperestesia, que
puede aparecer como dolor cervical, de espalda, articular o generalizado. Hay atrofia
muscular la cual es especialmente notable en los musculos de la cabeza (Ewing y
Panciera, 2003a; Vincent-Johnson, 2014).

Muchos perros afectados también desarrollan lesiones 6seas que son
evidentes radiograficamente y se asemejan a las lesiones observadas en la osteopatia
hipertréfica, excepto que son proximales en lugar de distales. Se pueden detectar en
vértebras y huesos largos de los miembros, sobre todo en pacientes menores a un
afo. Se observa exostosis periéstica irregular o engrosamiento laminar suave de
periostio, a los 30-60 dias posteriores a la infeccion (Greene, 2008; Panciera y col.,
2000; Vincent-Johnson, 2014).
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Ademas, puede haber depdsito de amiloide en distintos érganos, dada por la
formacién de inmunocomplejos, como consecuencia de una prolongada inflamacién,
conduciendo a un sindrome nefrético y tromboembdlico (Greene, 2008; Vincent-
Johnson, 2014).

Suele presentarse secrecion ocular mucopurulenta que puede ser causada por
la inflamacion piogranulomatosa de los musculos extraoculares o de la glandula
lagrimal. El retorno de la secrecidn ocular es con frecuencia la primera indicacion de
una recaida después del tratamiento (Vincent-Johnson, 2014).

Los perros con HCA suelen presentar letargo y mantener un apetito bastante
normal; sin embargo, pérdida de peso, caquexia y la atrofia muscular generalizada
ocurre con el tiempo. Signos clinicos menos comunes incluyen diarrea, palidez de las
mucosas, tos, ruidos pulmonares anormales y linfadenomegalia (Vincent-Johnson,
2014).

Los perros llegan a dejar de comer y tomar agua debido al intenso dolor por la
proliferacion Osea periostica e inflamacion de los musculos. La HCA puede
desencadenar la muerte de los animales (Ewing y Panciera, 2003a).

A nivel de laboratorio la anomalia mas comun en infeccion por H. americanum
es leucocitosis, que a menudo es extrema. Los recuentos de gldbulos blancos suelen
ser de 20.000 a 200.000 células / pL. La leucocitosis se debe a una neutrofilia madura,
aunqgue a veces hay un desplazamiento a la izquierda de leve a moderado. La anemia
normocrémica no regenerativa es tipica. Las plaquetas suelen estar generalmente
normales o aumentadas (Vincent-Johnson, 2014).

En perros con infeccion por H. americanum, los gamontes rara vez son
encontrados dentro de los monocitos o neutréfilos en frotis de sangre periférica.
Cuando se observan, las células infectadas rara vez superan el 0,1% de los leucocitos
circulantes (Vincent-Johnson, 2014).

Aunque ningun tratamiento elimina eficazmente las etapas del tejido
de H. americanum, se puede lograr la remision de los signos clinicos usando una
combinacion de trimetoprim-sulfa, clindamicina, y pirimetamina durante 14 dias.

La respuesta a la terapia suele ser espectacular, con resolucién de las anomalias
clinicas en un plazo de 48 a 72 horas después de iniciar la terapia. Ponazuril (10 mg /
kg VO cada 12 horas durante 14 dias) es una alternativa terapéutica. Cualquiera de

estos protocolos debe ser seguido por la administracion a largo plazo de decoquinato
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(dos afios se recomienda) para prevenir recaidas. Sin la adicion de decoquinato, la
recaida ocurre en la mayoria perros de 2 a 6 meses después del tratamiento.

Aunque estos perros generalmente responden bien a otra ronda de terapia
combinada, las recaidas posteriores ocurren con mas frecuencia y, finalmente, la
enfermedad se vuelve refractaria al tratamiento. Infecciones persistentes y las
recaidas multiples conducen a complicaciones como glomerulonefropatia,
amiloidosis, vasculitis y caquexia, que llevara a un pronostico de reservado a malo. La
administracion a largo plazo de decoquinato da como resultado mayor tiempo de
supervivencia y excelente calidad de vida con buen pronéstico (Vincent-Johnson,
2014).

Los perros son probablemente un hospedador aberrante, mas que natural, de
H. americanum. Especies estrechamente relacionadas han sido identificadas en
coyotes, gatos monteses y ocelotes. Debido a que estos animales salvajes estaban
en buenas condiciones fisicas en el momento de captura, pueden representar un
hospedero reservorio en la naturaleza (Vincent-Johnson, 2014).

Otro canido que en Norteamérica es afectado por H. americanum es el coyote.
Hay autores que mencionan que debido a la alta prevalencia de H. americanum en
coyotes en areas enzooticas, sospechan que estos son un importante reservorio del
parasito (Garrett y col., 2005; Kocan y col., 1999).

Aunque para otros autores, tanto los coyotes como los perros domésticos
participan accidentalmente en el ciclo de transmision, que involucra a A. maculatum y
a otro hospedador reservorio no identificado en la naturaleza (Ewing y Panciera,
2003b).

Los coyotes parecen tolerar mejor la infeccion por H. americanum que los
perros; sin embargo, los coyotes infectados naturalmente, asi como infectados
experimentalmente desarrollan lesiones musculares y Oseas patognomonicas y
enfermedad clinica compatible con HCA (Ewing y col., 2000; Ewing y Panciera, 2003a;
2003b; Kocan y col, 1999).
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Figura 5: Ciclo bioldgico de Hepatozoon americanum (tomado de Vincent-Johnson,
2014).

4. Garrapatas
4.1. Generalidades

Las garrapatas son ectoparasitos no permanentes que poseen una amplia
distribucién a nivel mundial. Se caracterizan por ser hemat6fagos obligados en todos
sus estadios, con algunas excepciones. Parasitan una amplia variedad de vertebrados
terrestres y voladores, incluso pueden parasitar reptiles marinos (Hoogstraal, 1985).

En la actualidad se reconocen algo mas de 900 especies de garrapatas,
distribuidas en tres familias vivientes: Argasidae (200 spp.), Ixodidae (700 spp.) y
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Nuttalliellidae (1 sp.), asi como una fosil, Deinocrotonidae (Guglielmone y col., 2010;
Pefalvery col., 2017).

Ademas del propio parasitismo, su importancia radica en que luego de los
mosquitos, son los vectores mas importantes de enfermedades en salud publica y
veterinaria. Aunque la diversidad de agentes que transmiten las garrapatas, como
protozoos, virus, varios tipos de bacterias (espiroquetas y rickettsias) y nematodos, no

es igualado por ningun otro grupo de artrépodos vectores (Sonenshine, 1991).

4.2. Efectos sobre el hospedador.

Como ectoparasitos, las garrapatas causan diversos efectos directos e
indirectos sobre sus hospedadores. Entre los efectos directos esta la pérdida de
sangre, que puede conducir a un debilitamiento o incluso anemia segun la carga;
desarrollo de miasis; inflamacion de la piel y prurito, frecuentemente acompafado por
alopecias o liquenificacion; respuestas toxicas y alérgicas provocadas por los
antigenos y sustancias anticoagulantes presentes en la saliva inoculada durante el
proceso de alimentacion. Ademas de efectos directos, uno de los principales roles
desarrollados por los ectoparasitos es su accion como vector de agentes patdégenos,
siendo las garrapatas el grupo que trasmite la mayor diversidad de agentes: virus,

bacterias, protozoarios, y nematodos (Marquez-Jiménez y col., 2005).
4.3. Garrapatas como vectores de Hepatozoon spp. en canidos

Como ya fue abordado, para H. canis el vector primario es la garrapata R.
sanguineus (Figura 6). En cambio, H. americanum es transmitido por especies de

garrapatas del género Amblyomma como por ejemplo A. maculatum (Little y col.,
2009) (Figura 7).
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Figura 6: R. sanguineus: A) Macho vista dorsal; B) Macho vista ventral;, C)

Hembra vista dorsal; D) Hembra vista ventral (tomado de Guillén, 2016)

Figura 7: Ejemplares de A. maculatum. A) Macho; B) Hembra (tomado de
Paddock y Goddard, 2015).
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HIPOTESIS

e La o las posibles especies de Hepatozoon presentes en zorros de la region
norte de Uruguay son las mismas o similares a las determinadas en canidos de
los paises vecinos, y se encuentran relacionadas con especies patogenas para

carnivoros domésticos.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar la presencia de Hepatozoon spp. en zorros del norte de Uruguay.

Objetivos especificos

e Detectar la presencia de Hepatozoon spp. mediante técnicas de biologia
molecular en zorros atropellados en rutas del norte de Uruguay.

o Determinar la prevalencia de Hepatozoon spp. en zorros del norte de Uruguay.

e Estudiar mediante analisis filogenéticos el o los taxones de Hepatozoon spp.
hallados en zorros del norte de nuestro pais y su relacion con otras especies

presentes en la region.
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MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitios de muestreo y obtencién de las muestras

Entre mayo de 2015 y setiembre de 2018 se obtuvieron muestras de zorros
hallados recientemente muertos en rutas y caminos vecinales anexos a estas, de los
departamentos del norte del pais: Salto, Paysandu, Rivera y Tacuarembé (Figura 8).
Parte de los zorros colectados se encontraban congelados a -20°C en el Laboratorio
de Vectores y Enfermedades Trasmitidas del CENUR Litoral Norte — Salto, UdelaR; y
otros fueron obtenidos en el afio 2018 por quien realiza esta tesis (Tabla 2).

En el sitio de hallazgo del ejemplar atropellado, se procedio a clasificarlo a nivel
especifico de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas, se determiné el sexo, se
registré la fecha y ubicacibn exacta en base a ruta, kilbmetro, departamento y
coordenadas geogréficas.

Para la obtencion de las muestras, se realizd6 una incision con una cuchilla
desde el tercio medio de esternén hasta la zona umbilical de piel y subcutaneo, se
retirc la piel de la zona ventrolateral izquierda, para minimizar
contaminacion de la muestra.

Luego mediante laparotomia abdominal se abordo6 el bazo del cual se extrajo
una muestra de aproximadamente 5g, colocando la misma en bolsa plastica
individual identificada. Posteriormente se incidié diafragma y con una jeringa estéril
se extrajo 1ml de sangre de la cavidad toracica y fue colocada en un tubo con
anticoagulante (EDTA) debidamente rotulado. Las muestras se conservaron con
refrigerantes hasta la llegada al Laboratorio de Vectores y Enfermedades
Trasmitidas. En el laboratorio, las muestras se procesaron inmediatamente o de lo
contrario, fueron congeladas a -20°C hasta su procesamiento.

Teniendo en cuenta que los zorros ya se encuentran muertos al momento de
ser obtenidas las muestras, para esta tesis no fue necesario contar con la aprobacién

previa de la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA).
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5.2. Deteccion molecular de ADN de Hepatozoon spp. mediante Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir de las muestras obtenidas de sangre y bazo, se procedio a la extraccion
de ADN utilizando el kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen:
Alemania), siguiendo las especificaciones del fabricante. Se tomé una alicuota de
200ul de sangre, o aproximadamente 10 mg de tejido (bazo). Cada muestra de
sangre se coloco en tubos tipo eppendorf y se le adicion6 un buffer de lisis,
proteinasa y ARNasa, que se incubaron a una temperatura controlada de 56°C
durante 10 minutos. En caso de las muestras de bazo el procedimiento fue el
mismo pero la incubacion se realizé por 4 horas. En este proceso se produce la lisis
celular, quedando libre el ADN. Luego de esta etapa, se obtiene una solucion que
contiene restos celulares (proteinas, lipidos, glucidos), los cuales deben ser
eliminados para quedar Unicamente con el ADN. Con este fin, se transfiere el
sobrenadante de esta solucion a una columna que contiene una membrana cargada
positivamente (ya que el ADN es negativo), resultando asi la retencion del ADN
en la membrana y la eliminacion de todo lo que no es ADN tras consecutivos
lavados y ciclos de centrifugados. Luego, se transfirié la columna a un nuevo tubo
en el cual agregamos un buffer de elucion, el cual favorese la recuperacion del ADN

El ADN obtenido fue cuantificado y evaluada su pureza por espectrofotometria
mediante el uso de un equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Para la deteccién de ADN de Hepatozoon spp. se realizaron dos PCRs
independientes, utilizando los cebadores HEMO1 y HEMO2 que amplifican un
fragmento de =900 pb del gen 18S ARN ribosomal (rARN) (Perkins y Keller, 2001), y
los cebadores Hepl-mod y Hep4 que amplifican otro fragmento de =670 pb del
mismo gen (Spolidorio y col., 2009). Las condiciones de PCR para los cebadores
HEMO son descritas por Harris y col. (2011), y para los cebadores Hep por
Spolidorio y col. (2009). Se amplificaron fragmentos parcialmente solapantes, a fin
de obtener una secuencia de =1.300 pb.

Se utiliz6 ADN de Hepatozoon sp. obtenido de una culebra parejera (Philodryas
patagoniensis) como control positivo y agua libre de ADN como control negativo en
cada reaccion. Los productos resultantes de las PCRs se verificaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, que contenia el intercalante GoodView™
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Nucleic Acid Stain (Beijing SBS Genetech Co., Ltd.), y un transiluminador UV. Los
amplicones del tamafio esperado se purificaron mediante el kit comercial GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) y se enviaron para secuenciar a la
empresa MACROGEN (Seul, Corea del Sur).

Tabla 1. Cebadores utilizados en este trabajo

Cebadores  Secuencia Referencia

HEMO1 TATTGG TTT TAAGAACTAATTTTATGATTG  Perkins y Keller, 2001
HEMO2 CTT CTC CTT CCT TTA AGT GAT AAG GTT CAC

Hepl-mod CGC GAAATT ACCCAATTCTA Spolidorio y col., 2009
Hep4 TAA GGT GCT GAA GGA GTC GTT TAT

5.3. Analisis de las secuencias

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron corregidas manualmente en
caso de ser necesario y luego alineadas utilizando el programa MUSCLE en el
software MEGA 7 (Kumar y col., 2016).

Para la determinacién de identidad, las secuencias obtenidas se compararon
con secuencias de Hepatozoon disponibles en el GenBank mediante BLAST®
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST).

5.4. Andlisis filogenéticos

Las secuencias consenso se lograron combinando las secuencias de los dos
fragmentos parcialmente solapantes del gen 18S rARN. Las secuencias de referencia
de las especies relacionadas fueron  descargadas de Pubmed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y utilizadas para el alineamiento con las
secuencias obtenidas. Estas fueron: H. americanum de Amblyomma maculatum de
Estados Unidos (AF176836), Hepatozoon sp. de C. thous de Brasil, denominadas
como Hepatozoon sp. Curupira 2 (AY461377) y F3 (KC127679), H. americanum
aislado Belem 03 obtenida de un perro de Brasil (KU729739), y Hepatozoon sp.
aislado ZG7de Lycalopex griseus de Argentina (MK049949).
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Para el analisis filogenético se construy6 un arbol filogenético utilizando el método de
Méaxima Verosimilitud de acuerdo al modelo Tamura 3 parametros (Tamura, 1992) con
una distribucion gamma. El soporte de los nodos fue determinado usando 1000
réplicas de bootstrap.

Se escogié como grupo externo Dactylosoma ranarum (nimero de acceso Genbank:

HQ224958), un apicomplexo que se encuentra en el anfibio Rana esculenta.

RESULTADOS

6.1. Muestras obtenidas

Se obtuvieron muestras de un total de 41 zorros: C. thous (zorro de monte)
(n=23) y L. gymnocercus (zorro de campo) (n=18). Los datos de cada ejemplar se
muestran en la Tabla 2. Los zorros fueron obtenidos en los departamentos de
Paysandu (n=10), Salto (n=23), Rivera (1) y Tacuarembs6 (n=7). La ubicacion

geografica de cada zorro se detalla en la Figura 8.
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Figura 8: Ubicacion geografica de cada muestra analizada. Sefialado con color rojo
los puntos de colecta de los ejemplares positivos a Hepatozoon sp. y en amarillo los

negativos.
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Tabla 2. Datos de las muestras colectadas

Coédigo

Z98

Especie de zorro

Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Lycalopex gymnocercus
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Lycalopex gymnocercus
Cerdocyon thous

Sexo

ND
Hembra
ND
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
ND
MACHO
HEMBRA
MACHO
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO

Sitio de colecta

Ruta 31, km 33 - Salto

Ruta 31, km 37 - Salto

Ruta 3, km 430 - Paysandu
Ruta 3, km 456 - Paysandu
Ruta 3, km 416 - Paysandu
Ruta 5, km 457 - Rivera

Ruta 3, km 405 - Paysandu
Ruta 31, km 21 - Salto

Ruta 31, km 86 - Salto

Ruta 4, Km 112 - Salto

Ruta 3, km 494,4 - Salto
Ruta 31, km 18 - Salto
Camino entre Saucedo y Palomas - Salto
Tierras Coloradas - Paysandu
Ruta 24, km 86 - Paysandu
Ruta 3, km 433 - Paysandu
Ruta 3, km 464 - Paysandu
Entrada a Constitucién, km 2 - Salto
Ruta 31, km 100,5 - Salto
Ruta 31, km 195,5 - Tacuarembd
Ruta 3, km 470 - Paysandu
Ruta 3, km 427 - Paysandu
Ruta 31, km 86,2 - Salto
Ruta 4, km 92 - Salto

Ruta 31, km 34 - Salto

Ruta 31, km 30 - Salto

Ruta 5, km 322 - Tacuarembo
Ruta 31, km 99,5 - Salto
Ruta 5, km 414 - Tacuarembod
Ruta 31, km 46 - Salto

Ruta 5, km 421 - Tacuarembo
Ruta 5, km 422 - Tacuaremboé
Ruta 31, km 19 - Salto

Ruta 31, km 73 - Salto

Ruta 5, km 423 - Tacuarembod
Ruta 5, km 408 - Tacuarembo
Pueblo Palomas, 14 km de ruta 3 - Salto
Ruta 3, km 501, Salto

Ruta 3, km 504, Salto

Ruta 3, km 508, Salto

Ruta 3, km 497, Salto

Coordenadas

31°23'55"S,
31°23'04"S,
31°51'21"S,
31°37'57"S,
31°58'41"S,
31°15'29"S,
32°04'34"S,
31°23'15"S,
31°18'36"S,
31°04'38"S,
31°20'56"S,
31°22'57"S,
31°05'55"S,
31°47'36"S,
32°30'45"S,
31°49'56"S,
31°33'55"S,
31°04'16"S,
31°19'03"S,
31°39'11"S,
31°30'57"S,
31°52'47"S,
31°18'38"S,
31°12'38"S,
31°23'46"S,
31°23'36"S,
32°14'20"S,
31°18'54"S,
31°3522"S,
31°20'59"S,
31°33'32"S,
31°33'09"S,
31°22'57"S,
31°17'22"S,
31°32'53"S,
31°36'27"S,
31°05'15"S,
31°18'10"S,
31°17'10"S,
31°15'26"S,
31°19'69"S,

57°35'56"0O
57°33'40"O
57°52'31"O
57°53'03"O
57°50'57"O
55°39'57"O
57°51'20"O
57°43'10"O
57°06'02"O
56°56'18"O
57°51'45"O
57°45'00"O
57°33'42"O
57°32'26"O
58°00'55"0O
57°53'14"O
57°53'16"O
57°49'29"0O
56°57'37"O
56°12'34"O
57°54'34"O
57°51'43"O
57°05'55"0O
57°04'29"0O
57°35'20"O
57°37'48"O
56°12'22"0
56°58'13"O
55°46'47"O
57°28'42"O
55°43'03"O
55°42'37"O
57°44'21"O
57°13'04"O
55°42'06"O
55°50'14"O
57°35'45"0O
57°49'19"0O
57°47'51"0O
57°46'16"O
57°50'37"O

Fecha

5/5/2015
5/5/2015
09/7/2015
23/2/2016
23/2/2016
31/3/2016
12/5/2016
20/5/2016
20/5/2016
25/5/2016
13/6/2016
10/6/2016
19/6/2016
24/5/2016
27/3/2016
4/8/2016
13/7/2016
6/8/2016
12/8/2016
13/8/2016
15/8/2016
1/4/2017
28/4/2017
11/5/2017
11/5/2017
11/5/2017
2/7/2017
12/11/2017
22/3/2018
18/6/2018
18/6/2018
19/6/2018
26/7/2018
10/8/2018
11/8/2018
2/9/2018
16/5/2018
2/6/2018
9/6/2018
13/6/2018
7/8/2018

Colector/es Sangre

JIMV
JMV
IMV
IMV
JMV
JMV,VvB
JMV, LC
JIMV
JIMV
ADC
ADC
JMV
ADC
JMV,VB
JIMV
JMV
ADC
ADC
JMV, LC, TA
JMV, LC, TA
JMV, TA
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, TA, MB
MV, TA, MB
JMV, TA, MB
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
JMV, MLF
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Bazo

X

X X X X X X X X X X X

X X X

XXX XX XXX XXXXXXXXXXX X

X

Resultado
PCR
Hepatozoon
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

ND: no determinado; JMV: José Manuel Venzal; VB: Valentin Bazzano; LC: Luis Carvalho; ADC: Anthony da Costa; MLF: Maria Laura Félix; TA: Teresa Armua; MB: Mauricio Burutaran.



6.2. Deteccion molecular de Hepatozoon spp. mediante PCR

Mediante la técnica de PCR, 6 muestras de los 41 zorros procesados
fueron positivas a la presencia de ADN de Hepatozoon sp. Las mismas
correspondieron a zorros de los departamentos de Paysandu (n=2), Salto (n=1)

y Tacuarembo (n=3).

6.3. Prevalencia de Hepatozoon sp. en zorros mediante deteccion de ADN
por PCR

La prevalencia de Hepatozoon sp. en zorros (C. thous y L. gymnocercus),
utilizando PCR fue de 14,6% (6/41). De ellas el 9,7% (4/41) correspondieron a
muestras de C. thous y el 4,9% (2/41) a L. gymnocercus. En cuanto a cada
especie de zorro, de las 23 muestras colectadas de C. thous el 17,4% fueron
positivas a Hepatozoon sp. y en el caso de L. gymnocercus de las 18 muestras

el 11,1% resultaron positivas.

6.4. Analisis de las secuencias

Para cuatro de las seis muestras positivas a Hepatozoon: Z33, Z55, Z78
y Z86, se obtuvieron secuencias con los dos juegos de cebadores. El largo de
las secuencias ensambladas que se obtuvieron fue entre 1306 y 1332 pb. Las
secuencias mas cortas corresponden a Z12 y Z14, ya que Unicamente se
obtuvieron secuencias para un juego de cebadores (Hepl-mod/Hep4.), por lo
que las secuencias fueron de 617 y 590 pb, respectivamente. En la Figura 9 se
muestra un gel de electroforesis, con las bandas correspondientes a la
amplificacion con los cebadores Hepl-mod/Hep4.

Utilizando la herramienta BLASTn, las secuencias resultaron tener una
identidad entre ellas de entre 98 a 99%, y al ser comparadas con secuencias de
Hepatozoon spp. depositadas en el GenBank, la identidad fue de entre 97 y 98%
con secuencias de Hepatozoon de diferentes especies de carnivoros domésticos

y silvestres.
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Figura 9: Gel de electroforesis con las bandas correspondientes a la

amplificacion con los cebadores Hepl-mod/Hep4.

6.5. Andlisis filogenéticos

A través de la construccion de un arbol filogenético con el método de
Méaxima Verosimilitud utilizando el software MEGA 7, a partir de las secuencias
largas: Z33, Z55, Z78, Z86, asi como de las secuencias cortas Z12 'y Z14 y otras
secuencias seleccionadas y descargadas mediante la herramienta BLASTn en
el GenBank (n=14, incluyendo el grupo externo), se observo que todas nuestras
secuencias forman un clado con un alto soporte (Bootstrap de 100) con
secuencias de H. americanum de la garrapata A. maculatum de Estados Unidos,
asi como de un perro de Brasil y dos de Hepatozoon sp. de C. thous de Brasil

(Figura 10). En base a estos resultados, la especie hallada de Hepatozoon en
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las muestras de zorros provenientes de Uruguay corresponden a H.

americanum, siendo el primer reporte para el pais.

—— Hepatozoon sp. Z12 - Cerdocyon thous - Uruguay - 617
___|— Hepatozoon americanum isolate Belem 03 — Canis familiaris — Brasil (KU729739) 0
—i——Heparozoon sp. Z33 - Lycalopex gymnocercus - Uruguay - 1332
80 Hepatozoon americanum — Amblyomma maculatum — USA (AF176836)

Hepatozoon sp. Z14 - Lycalopex gymnocercus - Uruguay - 590

_,— Hepatozoon sp. isolate Curupira 2 - Cerdocyon thous - Brasil (AY461377)
87! Hepatozoon sp. F3 - Cerdocyon thous — Brasil (KC127679)

Hepatozoon sp. isolate ZG7 - Lycalopex griseus — Argentina (MK049949)

Hepatozoon sp. Z86 - Cerdocyon thous - Uruguay - 1310

Hepatozoon sp. Z55 - Cerdocyon thous - Uruguay - 1327
Hepatozoon sp. Z78 - Cerdocyon thous - Uruguay - 1306

Hepatozoon felis — Felis catus — Israel (KC138534)
Hepatozoon felis — Felis catus — Israel (KC138533)

Hepatozoon felis isolate Spain 2 — Felis catus — Espania (AY628681)

73! Hepatozoon felis — Felis catus — Espana (AY620232)

— Hepatozoon canis - Felis catus - Israel (KC138531)

P Hepatozoon canis isolate Curupira 3 — Cerdocyon thous — Brasil (AY461375)
—%’— Hepatozoon canis isolate Curupira 1 - Lycalopex gymnocercus — Brasil (AY461376)
Hepatozoon canis — Dusicyon thous — Brasil (AY150067)

Dactylosoma ranarum - Rana esculenta (HQ224958)

0.0100

Figura 10: Arbol filogenético mediante el método de méxima verosimilitud de

acuerdo al modelo Tamura 3 pardmetros con distribuciéon gamma. Construido

con secuencias parciales del gen 18S ARNr para Hepatozoon spp. Los nUmeros

representan el soporte boostrap generado a partir de 1000 réplicas, se muestran

los valores >70. Las secuencias obtenidas en este estudio estan en negrita. Los

nameros de acceso a GenBank estan entre paréntesis. Dactylosoma ranarum

fue incluido como grupo externo.

DISCUSION

En el presente estudio se caracteriz6 mediante biologia molecular, asi

como se obtuvo la prevalencia de Hepatozoon en las dos especies de zorros

mas comunes de Uruguay, zorro de monte (C. thous) y zorro de campo (L.

gymnocercus).
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Hasta el momento, el Unico registro para el pais en zorros, era de
Hepatozoon sp. en un C. thous procedente de Salto determinado mediante PCR
(Carvalho y col., 2015).

En base a las secuencias parciales obtenidas del gen 18S ARNr, la
especie de Hepatozoon para ambas especies de zorros de Uruguay corresponde
a H. americanum. El andlisis filogenético demuestra que forman una clado de
alto soporte (Bootstrap de 100) con la secuencia de H. americanum de la
garrapata Amblyomma maculatum de Estados Unidos (Mathew, 2000), y con
secuencias de C. thous de Brasil denominadas como Hepatozoon sp. Curupira
2 y F3 (Criado-Fornelio y col., 2006; Almeida y col., 2013), de un perro de Brasil
como H. americanum aislado Belem 03 (Gomes y col., 2016), y de L. griseus de
Argentina como Hepatozoon sp. aislado ZG7 (Millan y col., 2019) (Figura 10).

Por lo que todos estos reportes pueden referirse a H. americanum, siendo
el primer registro para Uruguay, ademas se amplia la distribucion de esta especie
en América. Asimismo, Este es el primer registro de H. americanum en L.
gymnocercus, ampliando el rango de hospedadores de esta especie en la
region.

La prevalencia de H. americanum en los zorros fue del 14,6% (6/41),

siendo de 17,4% (4/23) para C. thous y 11,1% (2/18) para L. gymnocercus.
En comparacion con los reportes de Hepatozoon sp. en zorros en paises de la
region, la prevalencia encontrada es menor, ya que, considerando trabajos en
Brasil, donde Criado-Fornelio y col. (2006) reportan un 77,6% en Rio Grande do
Sul en las especies Dusicyon thous (= C. thous) y Pseudalopex gymnocercus; y
Almeida y col. (2013) obtuvieron una prevalencia del 50% de Hepatozoon sp.
en C. thous en la regidn sureste en Espiritu Santo. Y de Souza y col.
(2017) reportan una prevalencia de 91% en C. thous en la regién del Pantanal
en Mato Grosso do Sul en el centro-oeste de Brasil.
En Argentina, el trabajo realizado por Millan y col (2019) reporta para el sur de
la Patagonia un 50% de Hepatozoon sp. en L. griseus.

Otro aspecto a destacar es que no se hallé otra especie o genotipo de
Hepatozoon en las muestras de zorros de Uruguay, a diferencia de otros
estudios realizados en la region. Hepatozoon canis fue reportado por Criado-
Fornelio y col. (2006) con una prevalencia del 69,2% en zorros de Brasil,

discriminando tres aislamientos: -



“Curupira 1”7 y “Curupira 4” (secuencias obtenidas en L. gymnocercus) y
“Curupira 3” (de C. thous). También André y col. (2010) reportan H. canis aislado
Espafia-1 en C. thous y lobo de crin (Chrysocyon brachyurus) de Brasil. Los
aislados de Hepatozoon sp. (Curupira 1, Curupira 3 y Curupira 4) que se
encontraron entre los zorros de Rio Grande do Sul (Brasil), estan estrechamente
relacionados con el genotipo de H. canis Espafia 1, el cual es un aislado comun
en zorros y que aun no se ha encontrado en perros domésticos (Criado-Fornelio
y col., 2006; André y col., 2010).

En Argentina, una especie similar a Hepatozoon felis (denominada H.
felis-like) fue determinada en L. gymnocercus (Giannitti y col., 2012) y en L.
griseus (Millan y col., 2019).

En Brasil, Almeida y col. (2013) determinan Hepatozoon sp. haplotipo fox-
ES-3 en C. thous, haplotipo el cual est4 estrechamente relacionado con reptiles
de Australia y Africa. Los autores proponen que los zorros pueden adquirir este
Hepatozoon debido a la ingesta de reptiles como parte de su dieta.

En cuanto a H. americanum en perros a nivel de Sudamérica, hasta el
momento solamente se ha reportado en Brasil (André y col., 2010; Gomes y col.,
2016), pero no se ha reportado la sintomatologia tipica de la HCA. Por lo que
serian de extremada relevancia estudios sobre perros domésticos en Uruguay,
sobre todo de zonas rurales que son los que tienen potencial contacto con
garrapatas de zorros, para determinar si los canidos silvestres se estan
comportando como reservorios de H. americanum.

En Norteamérica, la HCA puede provocar graves cuadros clinicos e
incluso la muerte en perros. La importancia sanitaria en Sudamérica, en perros
y estas especies de zorros es desconocida, tal como lo reporta André y col.
(2010) quien no encontré sintomatologia clinica en los ejemplares positivos.
Por lo que es probable que circule y afecte a perros domeésticos sin que sea
diagnosticada.

En cuanto a la transmision de H. americanum para perros y coyotes, la
principal ruta es a través de la ingestidén del principal hospedador definitivo, la
garrapata A. maculatum (Paddock y Goddard, 2015; Vincent-Johnson. 2014).
Si bien esta especie no se halla en nuestra region, la misma pertenece a
un complejo de especies de garrapatas (complejo A. maculatum), de las cuales
A. triste y A. tigrinum son especies que tienen distribucibn en nuestra
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parasitan carnivoros domeésticos y silvestres (Nava y col., 2017). Otras rutas de

infeccion pueden ser la ingestibn de cistozoitos mediante la predacion de

hospedadores de transporte o incluso la transmision transplacentaria (Allen y
col., 2011; Vincent-Johnson, 2014).

CONCLUSIONES

Se diagnosticé mediante PCR y secuenciacion la presencia de
Hepatozoon americanum en zorros de Uruguay, siendo el primer reporte

de esta especie para el pais.

La prevalencia de H. americanum para ambas especies de zorros (C.
thous y L. gymnocercus), fue del 14,6%. Siendo de 17,4% en C. thous y

11,1% en L. gymnocercus.

El analisis filogenético demostré que H. americanum hallado en zorros de
Uruguay, esta estrechamente relacionado con Hepatozoon sp. presente
en zorros de Argentina y Brasil, asi como con H. americanum de perros y

zorros de Brasil.
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