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IDENTIFICACION MOLECULAR DE Hepatozoon spp EN PERROS
DOMESTICOS DE VILLAHERMOSA TABASCO.

RESUMEN.

El objetivo*delestudio fue Identificar la presencia de Hepatozoon spp en
perros de la Subregién Centro del estado de Tabasco, y determinar factores
asociados a dichas infecciones. Se recolectaron 297 muestras de sangre de perros
y se aplicd una encuesta,para recolectar datos como la raza, edad, condicion
corporal, procedencia, actividad, género, tamafo, color de manto, tipo de pelaje,
historial de garrapatas y lugar de"dermitorio de los perros. Se realizo extraccion de
ADN mediante la técnica de Salting-out y se realizo6 PCR convencional con
cebadores para detectar Hepatozoon spp, Hepatozoon canis y Hepatozoon
americanum. Se determino la prevalencia; y/las variables colectadas en la encuesta
se usaron para construir un modele de regresion logistica binomial, para explicar la
presencia 0 ausencia de perros infeCtados contin nivel de confianza de 95% usando
el software SPSS V22%®. El programarcalculo6s:Odds Ratio (OR), y estos se
consideraron significativos cuando obtuvieron” walores de P<0.05. ADN
perteneciente a Hepatozoon spp fue encontrado en-muestras de 58 perros
(19.52%). Las muestras positivas fueron evaluadas+ empleando cebadores
especificos para H. canis y H. americanum. Sin embargo, todas las muestras
amplificaron para H. americanum y ninguna amplificé para la.especie H. canis. La
condicion corporal (<3, OR= 2.93, P= 0.04), la procedencia (ruraly OR= 23.69, P=
0.00), y un historial de repetidas infestaciones por garrapatas (si, OR=4.73, P=0.01)
se encontraron asociadas a la infeccion. Los resultados demostraron_por.primera

vez la presencia de H. americanum en perros de esta region.
PALABRAS CLAVES.

Hepatozoon canis, Hepatozoon americanum, Rhipicephalus sanguineus, vector.
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ABSTRACT.

The objective of the study was to identify the presence of Hepatozoon spp. in dogs
from the Centro Subregion of the state of Tabasco and to determine factors
associated with these infections. A total of 297 blood samples from dogs were
collected, and“a survey was administered to gather data such as breed, age, body
condition, origin, aetivity, gender, size, coat color, coat type, tick history, and sleeping
location of the dogs::DNA extraction was performed using the Salting-out technique,
and conventional PCR was. carried out with primers to detect Hepatozoon spp,
Hepatozoon canis, and Hepatazoon americanum. Prevalence was determined, and
the variables collected in the survey were used to build a binomial logistic regression
model to explain the presencer.absence of infected dogs with a 95% confidence
level, using SPSS V22® software! The, program calculated Odds Ratios (OR), which
were considered significant when P values were <0.05. DNA from Hepatozoon spp
was found in samples from 58dogs (19.52%). The positive samples were evaluated
using specific primers for H. eanis-and /H.» americanum. However, all samples
amplified for H. americanum, and_none amplified for the H. canis species. Body
condition (<3, OR= 2.93, P= 0.04), origin.(rural{OR= 23.69, P= 0.00), and a history
of repeated tick infestations (yes, OR= 4,73, P= 0.01) were found to be associated
with the infection. The results demonstrated, for the.first time, the presence of H.

americanum in dogs from this region.

KEYWORDS.

Hepatozoon canis, Hepatozoon americanum, Rhipicephalus sanguineus,vector.
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l.- INFRODUCCION.

La’ hepatozoonosis es una enfermedad causada por el protozoario
Hepatozoon canis (H. canis), el cual es trasmitido por la ingestion total o parcial de
garrapatas del género Rhipicephalus sanguineus que contienen ooquistes de dicho
parasito (Baneth et al., 2001).

El género Hepatozoon esta compuesto por mas de 300 especies (Sumrandee
et al., 2015). Particularmente, H. canis parasita a perros, gatos, chacales y hienas
(Soulsby, 1987). El géneroe Hepatozoon comprende alrededor de 340 especies que
infectan y causan enfermedades de importancia veterinaria en una amplia gama de
huéspedes vertebrados, como_mamiferos, reptiles, aves, peces y ranas (Chisu et
al., 2023). Los signos clinicos en‘caninos incluyen anemia, fiebre, letargia, caquexia,
vomitos, conjuntivitis y pérdida progresiva de peso. Otras lesiones asociadas a la
hepatozoonosis son uveitis, ~glaucoma, osteopatia hipertréfica, poliartritis 'y
linfadenitis. Eventualmente, la infeccionypuede cursar de manera subclinica
(Acevedo et al., 2009; lveli et al., 2015; Cala-Delgado et al., 2018).

Hepatozoon spp estan ampliamente distribtidas a nivel mundial (Sumrandee
et al., 2015). Sin embargo, se ha reportado con mayor frecuencia en Asia, Africa,
Europa y Sudamérica (Maia et al., 2012). En el continente americano se han
encontrado en México (Carvajal et al., 2012), Colombia (Thomas et al., 2020), Brasil
(Ramos et al., 2015) y Argentina (Guevara & Oviedo, 2020)7En México, la infeccion
de perros ha sido reportada en el estado de Tamaulipas y no.existe otra evidencia
de la afeccidon de este protozoario en perros domésticos de México. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de Hepatozoon canis en
sangre de perros mediante la técnica de PCR convencional y determinar_factores

asociados a la infeccion.
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Il.- OBJETIVOS.
Objetivo/general:

- ldentifiecar molecularmente la presencia de Hepatozoon spp en perros de la
Subregién-Centro del estado de Tabasco, y determinar factores asociados a

las infecciones' encontradas.
Objetivos especificos:

- Identificar la presencia de Hepatozoon spp en sangre de perros domésticos
de la subregién Centro del estado de Tabasco.

- ldentificar la presencia de‘Hepatozoon canis en sangre de perros domésticos
de la subregién Centro del estado de Tabasco.

- ldentificar la presencia de Hepatozoon americanum en sangre de perros
domésticos del estado.de Tabasco.

- Conocer los factores asoeciados a_das infecciones de Hepatozoon spp
encontradas en perros domésticos de la Subregion Centro del estado de

Tabasco.
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.- JUSTIFICACION.

La/distribucién de microorganismos del género Hepatozoon es considerada
cosmopolita afectando a canidos y con riesgo potencial de zoonosis con lo cual se
tiene impacto.en la salud publica. Ademas, conocer la presencia o ausencia del
microorganismo conllevara a tomar las medidas de precaucion necesarias para
salvaguardar la salad de los perros domésticos y la salud publica de los habitantes
de la Subregion Centro.del estado de Tabasco.

IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El estado de Tabasco.se”encuentra ubicado en la zona tropical humeda de
México, la cual se caracteriza poer abundante calor, humedad y por la presencia de
ectoparasitos como garrapatas,(las cuales infestan a perros domésticos
ocasionando la transmisién de patégenos que afectan su salud. En esta region del
pais se desconoce la presencia.de protozoarios del género Hepatozoon spp por lo
que identificar este género puéede contribuir a la inclusion de estos en los
diagnosticos clinicos en perros con—signologia.de infecciones transmitidas por

vectores.
V.- HIPOTESIS.

Hepatozoon canis estara presente en baja proporcionen la poblacidon canina
de Villahermosa, Tabasco.

15



VI.- MARCO TEORICO.
6.1.- Historia.

De acuerdo con la literatura, el primer caso reportado fue en el afio 1905 en
la india con elsnembre de Leucocytozoon canis, pero investigaciones mas tarde
realizadas en Asia lo‘designaron Hepatozoon. El género Hepatozoon se denomind
asi, debido al desarrello monogénico que se observd en un tipo de cepa de
Hepatozoon muris, especie que afecta principalmente el higado de los roedores
(O’Dwyer, 2011).

Se han identificado des<€species parasitando a caninos, H. canis con una
distribucion cosmopolita y H. ameriecanum encontrada en Norte américa) (Baneth et
al., 2001). Aunque la distribucion de)H. canis es amplia, y contempla paises de
Europa, Asia, Africa, Oceania, Norteaimérica, Centroamérica y Sudamérica. A pesar
de que la presencia de H. caniS.esta registrada en Centroameérica, en México solo
un reporte en Tamaulipas y otro’en TabasCo_han sido publicados hasta la fecha
(Carvajal et al., 2012; Jarquin-Diaz et-al., 20186).

6.2.- Género Hepatozoon.
6.2.1 Etiologia.

Hepatozoon canis es un agente etiolégico sanguineo del Phylum
Apicomplexa, clase Sporozoea, Orden Eucoccidia, Familia\. Haemogragarinidae,
Género Hepatozoon, Especie canis (Cala-Delgado, 2018). Este parasito coloniza el
monocito y el neutréfilo en estadio de gametocito en forma deé inclusiones
intracitoplasmaticas ovales de color azul hielo, casi trasparentes que.alcanzan un
tamano de 5 por 10 ym. En Estados Unidos de Norteamérica se reconoce\la’especie
H. americanum con la diferenciacion clinica de H. canis de presentar intensa

actividad periosteal (Coy et al., 2022).
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6.2.11 Especies afectadas por H. canis.

H./canis afecta principalmente al perro doméstico. Sin embargo, se ha
reportado como un agente capaz de infectar a ciertas especies salvajes como:
chacales (Canis mesomelas), hienas (Hyenidae); al igual que gatos (Felis silvestris
catus) (Soulsby, 1987).

6.2.1.2.- Vector transmisor de H. canis.

Rhipicephalus sanguineus conocida como la garrapata café o marron del
perro ha sido reportada como-el vector con mayor eficiencia para la transmision de
H. canis. La transmisidén de H._eanis ocurre a través de la ingestion total o parcial de
la garrapata infectada por el canino (Rey-Valeiron et al., 2012). También se han
detectado ooquistes de H. canis“en otras especies de garrapatas, incluidas
Rhipicephalus microplus, Haemaphysalis longicornis y Haemaphysalis flava
(Schafer et al., 2022).

6.2.1.3.- Patogénesis.

La patogénesis de la infeccion ‘por.H. canis se encuentra influenciada por
condiciones de deficiencia inmunoldgica; las patologiasique debilitan las respuestas
inmunitarias aumentan la susceptibilidad frente a nuevas infecciones con H. canis
y/o permiten que las infecciones existentes se reactiven..Es comun encontrar la
hepatozoonosis asociada a otra enfermedad infecciosa _.como parvovirosis,
erhlichiosis, babesiosis, anaplasmosis, dirofilariosis, distemper;leishmaniosis; o en
animales inmunosuprimidos ya sea por una enfermedad concomitante o terapias
inmunodepresoras (Baneth et al., 2001). De esta manera los signos.clinicos se
hacen mas evidentes, pero son menos especificos y causan la muerte del canino
entre las 4 y 8 semanas de iniciada la signologia clinica. Su periodo de ingubacion
es de 2 a 4 semanas y suele presentarse de 4 a 6 semanas. la transmision vertical
(de madre infectada a cachorros) ha sido reportada en Europa (Schéfer et al., 2022).

17



Se cree que H. canis se transmite principalmente por la ingestién de
Rhipieephalus sanguineus sensu lato quienes alojan ooquistes maduros. Después
de la ingestion de una garrapata que alberga los ooquistes que contienen
esporozoas,-os esporozoos infecciosos se liberan en el tracto gastrointestinal del
huésped vertebrado y alcanzan la circulacion sanguinea y linfatica al penetrar la
pared intestinal; La merogonia comienza en los tejidos linfoides como la médula
Osea y a partir de 10813 dias postinfeccion los merozoos penetran en los neutrdfilos
y monocitos para convertirse en gamontes (Schafer et al., 2022). La manifestacion
clinicas aunque variables pueden incluir letargo, fiebre, anorexia, pérdida de peso,
linfadenomegalia y anemia (O’'Dwyer, 2011).

6.3.- Diagnéstico de la infeccion por Hepatozoon canis.

6.3.1 Diagnéstico clinico.

Esta basado en la historia-glinica;a exploracion fisica y los signos clinicos,
solo puede ser sospechosos de (Hepatozoon canis cuando el perro presenta una
fatiga injustificada, un adelgazamiento progreSivo_de origen desconocido, fiebres
recurrentes resistentes al tratamiento ¢on)antibiétices o una reaccién peridstica en
la radiografia, nos puede hacer pensar en la posibilidad de una hepatozoonosis. Al
ser una enfermedad que no presenta signologia clinica“especifica y al estar en la
mitad de los casos asociada a otras patologias parasitarias, bacterianas o viricas
nos obliga a realizar un diagndéstico diferencial con leishmaniosis, ehrlichiosis,

babesiosis, filariosis, parasitos intestinales, etc. (O’'Dwyer, 2011):

6.3.2 Frotis Sanguineo (Sangre periférica).

El diagndstico mas comun y primario que se hace para la confirmaeion de la
presencia clinica, subclinica o de huésped portador de H. canis, es mediante la
visualizacion del protozoario dentro de los leucocitos en un frotis de extension fina
(sangre periférica 0 médula 6sea), con ayuda de la tincion de tipo Romanowsky.
(Diaz-Sanchez et al., 2021).
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6.3.3/Buffy coat (Capa flogistica).

En’'los casos en los que la sospecha es fuerte, se puede hacer un extendido
de la capa leucocitaria o costra flogistica, la cual aumenta la oportunidad de
encontrar gamontes cuando las parasitemias son bajas. Esta se obtiene a través
del microhematogrito debido a la leucoconcentracion. Esta técnica tiene mas del
doble de sensibilidad al extendido o al frotis de sangre entera (Otranto et al., 2011;
Diaz-Sanchez et al\;;2021).

6.3.4 PCR (Diagnéstico.molecular).

Es una prueba especifica’y de mejor diagnéstico, la cual ayuda a monitorear
el progreso de la infeccidn, es'la mas indicada para la deteccién de H. canis. La
técnica de Reaccion en Cadena de'la Polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles).
consiste en la amplificacion in vitro de"un fragmento de ADN especifico; por medio
de la utilizacion de una secuengia-corta de ADN (cebadores) para la seleccién de la
parte del genoma que se desea amplificar.dZos resultados sugieren que la PCR en
la capa leucocitaria y la sangre es €l mejor ensayo_de diagnostico para detectar la
infeccidn por H. canis en perros, aunque cuandoia PCR no esta disponible, se debe
preferir la citologia en la capa leucocitaria a la evaluacion del frotis de sangre
(Otranto et al., 2011).
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VIl.- METODOLOGIA.

7.1 Area.de estudio.

El presente estudio se llevo a cabo en la Subregiéon Centro del estado de
Tabasco, ubicada a 17° 99’ latitud Norte y 92° 95’ longitud oeste. En la Subregion
Centro se incluye la,tiudad de Villahermosa, capital del estado de Tabasco, en el
sureste de México.(El ¢lima es calido humedo; principalmente, con una temperatura
media anual de 27°C,_y una precipitacion anual promedio de 2,550 mm (INEGI,
2025).

7.2 Tamaiho de muestra y disefio del muestreo.

Se realizé un muestreo al azar, simple por conveniencia, para recolectar un
tamafno de muestra de 250 animales,\dichas muestras fueron recolectadas de
febrero a agosto de 2023.

7.3 Determinaciones en los perros.

7.3.1.- Toma de muestra de sangre para la identificacion de Hepatozoon spp

en perros.

Las muestras sanguineas de los perros se tomaron de la vena cefélica
utilizando jeringas de 3 ml, posteriormente se depositaronien’'tubos de 4 ml con de
EDTA. Las muestras fueron identificadas (rotuladas) gutilizando numeros
consecutivos, siendo conservadas en refrigeracion durante('su transporte al
Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Tropicales y Transmitidas por
Vectores de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco; siendo almaCenadas a -

20°C hasta su procesamiento.
Consentimiento informado y manejo de residuos.
Cada uno de los tutores de los perros fueron debidamente informados y la coleccién

de muestras se realizé después de firmar el consentimiento de los tutores. Asi
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también, los residuos peligrosos, bioldgicos, infecciosos (RPBI) fueron manejados
de aeuerdo con la norma Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

7.3.2.- Determinacién de factores asociados a la infeccion de Hepatozoon spp

en perros.

Durante el.muestreo, se aplicé una encuesta a los duefios de los perros para
recopilar informacion_relacionada con su mascota y evaluar la probabilidad de
asociacion de variables’ con la infeccion por Hepatozoon spp. Las variables se
clasificaron de la siguiente’'manera: raza (pura o no pura), condicion corporal (<3
0 >3, que se estim¢ utilizandoda escala de 1 a 5 (Edney & Smith, 1986), donde 1 es
emaciado y 5 es obeso), edad_(<1-0 >1), procedencia (rural o urbana), actividad
(cazalpastoreo o mascota -si este solo permanece en casa-), género (macho o
hembra), tamano (pequefio: <10 kg.0’<30 cm hasta la cruz; mediano o grande: >10
kg o >30 cm hasta la cruz), color de manto (claro: blanco, gris claro, miel, dorado
y crema; oscuro: negro, marrén.y gris oscuro; cuando un perro presentd 2 o 3
colores de pelaje, se considero el.eolor domimante), tipo de pelaje (corto: <2 cm;
largo: >2 cm), historial de garrapatas (si o no; esta variable fue considerada como
si, cuando el dueio menciond que si habia tenidodnfestaciones a lo largo de su vida
a pesar de que en ese momento el ‘péerro estuviera libre de infestaciones),
garrapatas (si o no; esta variable se consideré “si” euando la infestacion de
garrapatas se encontré al momento del muestreo) y dormitorio (afuera o adentro

de la casa).
7.3.3.- Extracciéon de ADN gendmico para la identificacion de.Hepatozoon spp.

Para llevar a cabo la extraccion, se resuspendieron 100 ul de~sangre anti-
coagulada en 180 pl de solucién de lisis de eritrocitos (Tris-HCI 10 mM pH'8,0, Triton
X -100 al 1% y sacarosa al 11%), la mezcla se incubo cinco minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, la mezcla fue centrifugada a 18,000 x g cinco minutos,y
se decantd el sobrenadante, este paso fue repetido tres veces para lisar por

completo células sanguineas y eliminar la hemoglobina.

21



Después, 60 ul de solucion de lisis de leucocitos (Tris-HCI 10 mM pH 8.0,
NaCl400 mM y EDTA 2 mM), 10 ul de solucidn de proteinasa K (proteinasa K 1 mg
/ ml, SDS al"1% y EDTA 2 mM) y 2 yl de SDS al 20% fueron afadidos a la muestra.
La mezclaise-incubo a 65°C por una hora. Posteriormente, se le adicionaron 30 pl
de acetato de potasio e incubados en hielo humedo durante 30 minutos. Terminada
la incubacion, |a mezcla fue centrifugada a 18,000 x g quince minutos y el
sobrenadante fué srecuperado y colocado en un nuevo tubo de serologia
(Eppendorf® de 1.5 ml). Posteriormente, se agregaron 200 pl de isopropanol
absoluto y se dejo precipitarel ADN durante toda la noche.

Al dia siguiente, la muestra fue centrifugada a 18,000 x g durante 15 minutos
y se decanto el isopropanol sobrenadante. Después se adicionaron 200 ul de etanol
al 70% y posteriormente, la muestra fue centrifugada a 18,000 x g y el etanol
desechado. ElI ADN obtenido se seco. durante 30 minutos en campana de PCR y
posteriormente, fue resuspendido usando 50 ul de solucién de TE (10 mM Tris-HCI,
EDTA 1 mM, pH 8.0) este método-de extraceion fue estandarizado tomando como
base diferente literatura basada en/ extraceiontde ADN mediante la técnica de
Salting-out (Nasiri et al., 2005; Torres<Chable et al., 2018).

7.3.4.- Cebadores y reacciéon de PCR para identificar Hepatozoon spp en ADN

genémico procedente de sangre de perros.

Para determinar la presencia del parasito Hepatozoon spp en ADN genémico
procedente de la sangre de los perros muestreados se utilizara un‘par de cebadores
generales para determinar el género Hepatozoon spp. Posteriormente, se realizara
una segunda PCR utilizando cebadores especificos para la identificaCion H. canis.
El nombre de los cebadores, su secuencia, el sitio de origen, la masa‘melecular de
sus productos de PCR y su reaccion de PCR pueden ser observadas en'laTabla 1.
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Tabla”1.- Datos generales de los cebadores y las reacciones de PCR que se

emplearon para realizar el diagnéstico de Hepatozoon canis en perros muestreados.

Especie Cebador Secuencia Origen Producto Reaccion de PCR
Hepatozoon 18s 565 pb  Desnaturalizacion:
spp 3'CGCGAAATTACCCAATTCTAS’ rRNA 95° x 3 min

40 ciclos de:
5 TAAGGTGCTGAAGGAGTCGTTTAT3’ 95° C x 15s
53°C x 40s
72°C x 40s
Extension a
Fase final:
72°C x 5 min

Hepatozoon 2867F rRNA 1650 pb  Desnaturalizacion:
americanum 3’AACCTGGTTGATCCTGCCAGS5’ 18S 94° x 1 min
2868R SSuU 35 ciclos de:
5 TGATCCITCTGCAGGTTCACCTAC3’ 94° x 1 min
57° x 1 min
72°C x 2 min
Extension final:
72° x 5 min

Hepatozoon Hep001 3'CCT GGE-TAT ACA /TGA GCA AAA 18s 737 pb  Desnaturalizacion:
canis TCT CAA CTT5¢ rRNA 95° x 15 min
30 ciclos de:
Hep737 5°'CCA ACT GTC CET ATC AAT CAT 94°C x 45s
TAA AGC3’ 65°C x 45s
Extension a 72° C
Fase final:
72°C X7 m.

PB: Pares de bases. (Forlano et al., 2007; Spolidorio et al., 2009; Almeida et al., 2013; Thomas et

al., 2020)

7.3.5.- Determinacion de la prevalencia de Hepatozoon spp. en los perros

muestreados.

Para determinar la prevalencia de perros infectados por Hepatézeon.spp, se
aplicé la formula general de prevalencia:
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Donde P: es la prevalencia estimada en el tiempo justo que se realizd el
estudio, Cies el numero total de casos que resultaron positivos durante ese periodo
y Nt es el'numero total de individuos estudiados durante el periodo de tiempo (Mateu
& Casal, 2003).

7.3.6.- Analisis estadistico para identificar factores a asociados a la infeccién
de Hepatozoon spp en los perros muestreados.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa IBM SPSS
version 22® (IBM Corperation, Armonk, NY). Con las variables consideradas
posibles factores asociados-asHepatozoon spp en perros, se realizé un modelo de
regresion logistica binomial,“para- explicar la presencia o ausencia de perros

infectados.

Para seleccionar las variables'a‘incluir en el modelo, inicialmente se llevo a
cabo un analisis de regresidn.-logistica sunivariada, para explorar la posible
asociacion entre cada una de las variables independientes y la presencia o ausencia
de infecciones en los perros. Todas aquellas’variables con un valor de P < 0.05
fueron consideradas para integrar el modelo de regresion logistica multivariado. Una
vez seleccionadas las variables independientes, Se~realizaron diversos ensayos
para elegir el método de entrada al programa estadistico(IBM SPSS version 22) y
se eligio el que mas se adecuo. El nivel de confianza fue de 95%, se calcularon los
Odds Ratio (OR) y estos se consideraron significativos cuando obtuvieron valores
de P < 0.05.
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VIII.-.RESULTADOS.

Durante el tiempo de estudio se muestrearon un total 297 perros en las
diferentes Jocalidades de la Subregion Centro del estado de Tabasco. EI ADN
perteneciente\a Hepatozoon spp fue encontrado en muestras de 58 perros, por lo
cual la prevalencia general fue de 19.52%. Subsecuentemente, todos los perros
positivos fueron evaluados empleando cebadores especificos para H. canis y H.
americanum. Sin embargo, todas las muestras amplificaron para H. americanum

(Figura 1) y ninguna de estas amplificé para la especie H. canis.

0 56 57 55 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

Figura 1.- Muestras positivas amplificahdo a aproximadamente a 1650 pb
empleando los cebadores 2867F y 2868R compatible con Hepatozoon americanum.

Con respecto a las variables asociadas a lasinfeccion de H. americanum, se
realizé inicialmente una evaluacidon mediante una regresion logistica binomial
univariada de cada una de las variables estudiadas o predictoras (Tabla 2). Puede
observarse que los variables raza, condicidon corporal, “procedencia, actividad,
género, talla, color, tener un historial de infestaciones de garrapatas y el dormitorio

se encontraron asociadas a la infeccidon con un valor de P < 0.05.

Las variables que obtuvieron un valor de P < 0.05, en el analisis-de regresion
logistica univariado fueron consideradas para la elaboracion de un ‘modelo de
regresion logistica multivariado, a fin de obtener los efectos de las interaceiones
entre dichas variables y la variable dependiente (perros infectados “a.H.
americanum). Los resultados del analisis multivariado (Tabla 3) mostraron que/la
infeccidn fue encontrada con tres veces mas probabilidades en perros con una

condicion corporal < 3 que en perros con una condicion corporal mayor (P < 0.05).
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Asi también, se observo que la variable que mas influyé en la presentacién de la
infeceiOn fue la procedencia del perro. Los perros de zonas rurales presentaron 23
veces massprobabilidades de ser infectados con relacion a perros de la zona urbana
(P < 0.01)LFinalmente, los perros con un historial de infestaciones de garrapatas
presentaron‘una, probabilidad de infeccion de casi cinco veces mas con relacién a
perros que no presentaron un historial de infestaciones de garrapatas (P < 0.01).
Ninguna otra variablepredictora fue asociada a la infeccion de H. americanum en el

analisis de regresion legistica multivariado.
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Tabla 2.- Analisis univariado para la‘deteccion de asociaciones entre las diversas variables evaluadas en los perros y la

presencia de Hepatozoon americanum;

Variable Categorias % B EE Wald GL ValordeP OR IC 95% para el OR
Inferior Superior
Raza No puros 12.9 1.38 0.35 15.20 1 0.00* 3.99 1.99 8.02
Puros 6.7 3 - - - - 0.25 0.12 0.50
CcC <3 12.4 2:30 0.37 37.34 1 0.00* 9.98 4.77 20.87
>3 7.1 - - - - - 0.10 0.04 0.21
Edad <1 4.9 0.73 0.40 3.20 1 0.07 2.08 0.93 4.64
>1 14.7 - - - - - 0.48 0.21 1.07
Procedencia Rural 17.3 3.37 0.50 44.10 1 0.00* 29.35 10.82 79.57
Urbana 2.3 - - - - - 0.03 0.01 0.09
Actividad Cazalpastoreo 4.4 1104 044 5.59 1 0.01* 2.83 1.19 6.73
Domeéstico 15.1 - - - - - 0.35 0.14 0.83
Género Macho 14.7 0.95 0.37" 6:35 1 0.01* 2.59 1.23 5.45
Hembra 4.9 - : - - - 0.38 0.18 0.80
Tamafio Grande 15.6 1.19 0.40 8.77 1 0.00* 3.29 1.49 7.24
Chico 4 - - - - - 0.30 0.13 0.66
Tipo de pelaje Largo 7.6 0.41 0.35 1.43 1 0.23 1.52 0.76 3.02
Corto 12 - - - < - 0.65 0.33 1.30
Color de manto Oscuros 10.2 0.71 0.34 4.47 1 0.03* 2.05 1.05 3.99
Claros 9.3 - - - - - 0.48 0.25 0.94
Historial de garrapatas No 6.7 1.03 0.37 7.43 1 0.00* 2.8 1.33 5.89
Si 12.9 - - - - - 0.35 0.17 0.74
Garrapatas Si 13.3 -0.12  0.36 0.10 1 0.74 0.88 0.43 1.80
No 6.2 - - - - - 1.12 0.55 2.29
Dormitorio Afuera 18.7 2.44 0.74 10.87 1 0.00*% 11.48 2.69 49.01
Adentro 0.9 - - - - - 0.08 0.02 0.37

*Variables incluidas en el modelo de regresion logistica multivariado. %: Prevalencia de perros‘positivos a Hepatozoon americanum
en cada categoria. B: Coeficiente de regresion. EE: Error estandar. Wald: Test de Wald. GL: Grados_de libertad. OR: Odds ratio o
razon de probabilidades. IC: Intervalo de confianza.
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Tabla 3.- Regresion logistica multivariada para la identificacion de factores asociados a la infeccidon de Hepatozoon

americanum en perros de la zona Centro del estado de Tabasco.

IC 95% para el OR

Variables Categoria B EE Wald GLValordeP OR Inferior Superior
Raza No puros 0.64 058 120 1 0.27 1.89 0.60 5.96
Puros - - - - - 0.52 0.16 1.65
CcC <3 1.07. 053 399 1 0.04* 2.93 1.02 8.44
>3 = - - - - 0.34 0.11 0.97
Procedencia Rural 3.16+0.69 2059 1 0.00* 23.69 6.03 92.95
Urbana - - - - - 0.04 0.01 0.16
Actividad Doméstico 0.47-0.62 057 1 044 1.60 0.47 5.40
Caza/pastoreo - 2 - - - 0.62 0.18 2.10
Sexo Macho 0.50 0.48.-106 1 0.30 1.65 0.63 4.28
Hembra - - - - - 0.60 0.23 1.57
Talla Grande 0.65)0.54 744 1 0.22 1.93 0.66 5.65
Chico - - - - - 0.51 0.17 1.51
Color de manto Oscuro 0.38 [0.46 0.67 1 0.41 1.46 0.58 3.64
Claro - < - - - 0.68 0.27 1.70
Historial de garrapatas Si 1.55 0.65_.5.67 <1)0.01* 4.73 1.31 17
No - - - < = 0.21 0.05 0.75
Dormitorio Afuera 0.10 0.92 0.01 1%.0.90 1.1 0.18 6.81
Adentro - - - - ¢ 0.89 0.14 5.49

*Variables estadisticamente significativas a nivel de P < 0.05. B: Coeficiente de regresion. EE: Error estandar. Wald: Test de Wald.

GL: Grados de libertad. OR: Odds ratio o razén de probabilidades. IC: Intervalo de canfianza.
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IX.-DISCUSION.

Las.especies de Hepatozoon son protozoarios que se han reconocido por su
capacidad/de-infectar células sanguineas de diversas especies de carnivoros como
son perros, chacales, zorros, zarigueyas, coyotes y gatos (Chisu et al., 2023). Como
parte de un proyecto para conocer y controlar las enfermedades transmitidas por
vectores en el presente estudio se analizaron muestras de sangre de perros
domeésticos colectados.durante 2023 en la Subregion Centro del estado de Tabasco.
Los resultados demostrarom por primera vez la presencia de H. americanum en

perros de esta region.

Tipicamente, la infeccion causada por H. canis causa alteraciones
hematologicas como anemia y trombocitopenia, ademas de fiebre, dolor muscular,
paralisis, anorexia, emaciacion, secrecion ocular y debilidad de las patas traseras
(Chisu et al., 2023). No obstante, la infeccion por H. americanum con frecuencia
tienen un inicio mas grave, caraeterizado por.fiebre, mialgia, miastenia y depresion.
Los perros suelen presentar anomalias en la‘marcha y atrofia muscular, con atrofia
de los musculos de la cabeza. Ademas,.la mayoria de los perros suelen presentar
abundante secrecion ocular mucopurulentay Los ‘animales afectados pueden tener
un apetito normal, pero a menudo sufren hiporexia, probablemente debido al intenso
dolor asociado con la proliferacion ésea peridstica y~la, miositis que dificultan
ponerse de pie y masticar su alimento de forma normal (Redriguez-Alarcon et al.,
2021). A pesar de las condiciones clinicas anteriormente descritas existen perros
que no muestran signologia clinica que evidencie la infeccion (Chisu et al., 2023),
lo cual dependera en gran medida de la gravedad de la infeccidn, la susceptibilidad
particular de cada individuo y la presencia de otras infecciones, principalmente
aquellas transmitidas por garrapatas.

La garrapata de la Costa del Golfo de México Amblyomma maculatum ha
sido considerada el vector de H. americanum. La infeccién del perro se produce\tras
la ingestion de garrapatas que albergan ooquistes esporulados de H. americanum.

Tras la penetracion en la mucosa intestinal, los esporozoitos se diseminan
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sistémicamente y dan lugar a una extensa multiplicacion asexual en células
localizadas predominantemente en el musculo estriado. Las células musculares de
los perrossinfectados desarrollan quistes conocidos como de “piel de cebolla”,
acompafado~de miositis piogranulomatosa (Cummings et al., 2005; Rodriguez-
Alarcon et al., '2021).

Otra posiblewia de infeccion hipotetizada es que el perro hubiera cazado una
presa que albergara“especies infectadas de Amblyomma spp 0 que contuviera
citozoitos de Hepatozooen, spp en sus tejidos, ya que estudios anteriores han
sugerido que la depredacion, es una fuente importante de transmision de H.
americanum (Johnson et al., 2009; Carvajal et al., 2012). Otras especies de
Amblyomma spp podrian ser transmisores del patdogeno. En ese sentido, A.
cajennense y A. imitator fueron, reportadas parasitando a un perro con
hepatozoonosis en México, pero no.se demostro la infeccion de los artrépodos
(Carvajal et al., 2012).

Otras especies de garrapatas que experimentalmente han resultado exitosas
en la transmisiéon de H. americanumeson Dermacentor variabilis, Amblyomma
americanum (Potter & Macintire, 2010). Mientras que,en Rhipicephalus sanguineus
solo existe un reporte exitoso de transmisién experiméntal (Nordgren & Craig, 1984).
Aunque no fue el objetivo del presente estudio, como parte integral del proyecto
para el control de enfermedades transmitidas por vectores enel estado de Tabasco,
durante el muestreo se colectaron garrapatas de los perros que presentaron
infestaciones. En total se colectaron 662 Rhipicephalus “sanguineus s.I, 80
Amblyomma maculatum y cinco Amblyomma mixtum. La presencia desAmblyomma
maculatum infestando perros en zonas rurales donde H. americanum fue
encontrado, puede explicar la presencia de este patdogeno en la zona estudiada. La
posterior evaluacion de las garrapatas colectadas sera base para corroborar la
especie de garrapata vector de este patégeno en los perros del area geografica
estudiada.
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Diversas variables fueron evaluadas con la finalidad de identificar posibles
factores.de riesgo asociados a la infeccion causada por H. canis en los perros
estudiad0s: “En total, 12 variables fueron evaluadas inicialmente mediante un
analisis de_regresion logistica univariado. Como resultado de este analisis nueve
variables (Tabla, 2) presentaron una asociacién con un valor de P < 0.05. Sin
embargo, es conocido que las asociaciones simples o univariadas no siempre
mantienen esa “asociacion en modelos multivariados. Estos ultimos son
considerados modelos ‘'mas robustos ya que ejemplifican mejor un fendmeno
(variable de salida o dependiente), el cual depende de diversos factores (variables
predictoras o independientes)y de sus interacciones (Katz, 2007). En ese sentido,
con las variables con un valorsde P < 0.05 se construy6 el modelo de regresion
logistica multivariado. Los resultados mostraron que las variables predictoras
condicion corporal < 3, procedencia, rural y tener un historial de infestaciones de
garrapatas fueron las que explican ernel modelo la presencia de perros infectados
con H. americanum. Respecto/a.las variables asociadas a la infeccion, un estudio
en Brasil reporté asociacion entre la infestacion de garrapatas Rhipicephalus
sanguineus y Amblyomma cajennense .con ¢a_infeccion de H. canis en perros
clinicamente sanos. Mientras que las” zonas(drbana o rural), no presentaron
asociacion estadistica, aunque el bajo{numero de-perros muestreados en ese

estudio (92) puede influir directamente en este resultade-(Spolidorio et al., 2009).
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X.- CONCLUSIONES.

Se’ registré la presencia de Hepatozoon americanum en perros de la
Subregion [Centro del estado de Tabasco, con una prevalencia de 19.52%. Los
factores asoCiados a la infeccidon fueron perros con una condicion corporal menor a

tres, de procedeneia rural, y con un historial de infestaciones de garrapatas.

Se debera realizar la deteccion molecular del patégeno en los artropodos

colectados a fin de identificar el vector de este microorganismo en la zona estudiada.
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