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RESUMEN: Los perros pueden ser afectados por varias especies del género Babesia que causan enfermedades importantes
en diferentes regiones del mundo. Dentro de estas especies se encuentran Babesia canis, B. vogeli, B. rossi, B. gibsoni y B.
vulves. El presente trabajo tuvo como objetivo detectar la presencia de Babesia spp. en perros sin duefio de La Habana. Se
estudiaron 60 perros, a los que se les realizd examen hematoldgico, frotis sanguineo y PCR, que amplifica el ARNr /8S. Tres
animales (5 %) presentaron valores de hematocrito superiores a los valores de referencia y 23 (38,3 %) mostraron valores de
hematocrito inferiores, lo que indica la presencia de un sindrome anémico en estos perros. Como resultado del leucograma,
cinco perros (8,3 %) tenian leucocitosis y 7 (11,6 %) leucopenia; 31 animales estaban infestados con garrapatas
Rhipicephalus sanguineus sensu lato y 10 estaban coinfestados con Rhipicepahalus microplus. E1 20 % de las muestras
fueron positivas por PCR, mientras que en la examinacion microscopica solo en el 13,3 % de las muestras se observaron
merozoitos de Babesia spp. Se observé relacion entre los animales positivos por PCR y la disminucion del valor del
hematocrito. No existid asociacion entre la presencia de garrapatas y el sexo en los animales positivos a Babesia spp. El
presente estudio demuestra la presencia de Babesia spp. en perros sin duefio de La Habana.

Palabras clave: Babesia spp., hematocrito, anemia, frotis sanguineo, PCR.

ABSTRACT: Dogs can be affected by several species of the genus Babesia causing important diseases in different regions of
the world. Among these species are Babesia canis, B. vogeli, B. rossi, B. gibsoni, and B. vulves. The aim of this study was to
detect the presence of Babesia spp. in stray dogs from Havana province. Sixty dogs were studied and subjected to
haematological examination, blood smear and PCR, which amplified /8S rRNA. Three animals (5 %) showed hematocrit
values higher than reference values while 23 (38.3 %) showed lower hematocrit values, indicating the presence of an anemic
syndrome in those dogs. According to the leukogram analysis, five dogs (8.3 %) had leukocytosis and 7 (11.6 %) had
leukopenia. Thirty-one animals were infested with Rhipicephalus sanguineus sensu lato ticks and 10 were co-infested with
Rhipicepahalus microplus ticks. Twenty percent of the samples tested positive by PCR, while microscopic examination
revealed Babesia spp. merozoites in only 13.3 % of the samples. A relationship was observed between PCR-positive animals
and the decrease in hematocrit value. There was no association between the presence of ticks and sex in animals positive to
Babesia spp. The present study demonstrates the presence of Babesia spp. in stray dogs from Havana province.

Key words: Babesia spp., hematocrit, anemia, blood smear, PCR.

INTRODUCCION zadas para la babesiosis canina en los ultimos 30 afos;
sin embargo, la baja especificidad debido a las reac-
ciones cruzadas entre Babesia spp. y otros parasitos ha

sido un factor limitante para continuar con su uso (4).

Los perros pueden ser afectados por varios pato-
genos transmitidos por garrapatas, como Erhrilichia

canis, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys
y varias especies del género Babesia que causan en-
fermedades importantes en perros de varias regiones
del mundo. Dentro de estas especies se puede citar
a Babesia canis, B. vogeli, B. rossi y B. gibsoni.
(1). Varias manifestaciones clinicas y los hallazgos
de laboratorio como fiebre, anorexia, anemia y trom-
bocitopenia se presentan en las infecciones con estos
patdgenos (2); ademas, en los frotis sanguineos se
puede observar la presencia de cuerpos compatibles
con estos patogenos, de gran importancia en la medici-
na veterinaria (3).

Los ensayos de inmunofluorescencia son las prue-
bas de diagnostico serologico mas ampliamente utili-

Los ensayos de PCR han aumentado en gran medida
la sensibilidad y especificidad de la deteccion del pa-
rasito y se adaptan bien a estudios epidemioldgicos y
filogenéticos para el diagndstico de la babesiosis (5).

En América Latina la babesiosis en perros es cau-
sada principalmente por Babesia vogeli y Babesia
gibsoni (6-8). La enfermedad se ha reportado especifi-
camente en América del Sur, mientras que los reportes
de América Central son escasos. Se considera que
en América Latina Babesia vogeli se transmite directa-
mente por la picadura de la garrapata Rhipicephalus
sanguineus s.l., mientras que B. gibsoni se pudiera
transmitir a través de transferencia de sangre por mor-
deduras, transfusiones de sangre o por via transplacen-
tal (9).
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En Cuba, el género Babesia se ha informado en
perros, pero su diagnostico se ha basado en la obser-
vacion de signos clinicos, hallazgos hematologicos,
observacion directa mediante frotis de sangre y la de-
teccion de anticuerpos a través de métodos seroldgicos
(10). Estas técnicas no permiten realizar un diagndsti-
co certero, debido a la similitud de los sintomas clini-
cos con otros hemoparasitos que pueden afectar a los
perros y la baja sensibilidad de estos métodos (11,12).

Gonzélez et al. (13) realizaron la primera detec-
cion molecular de B. vogeli infectando garrapatas R.
sanguineus s.l. colectadas de perros con duefio y plan-
tearon la necesidad de la deteccion de las especies
de Babesia infectando perros, asi como determinar
la asociacion de R. sanguineus s.l. en la transmision
de estos hemoparasitos en animales de compaifiia en
Cuba; sin embargo, hasta la fecha no se han realizado
estudios de este tipo en perros sin duefio, los cuales
pueden constituir una importante fuente de infeccion
de enfermedades transmitidas por garrapatas en las zo-
nas urbanas y suburbanas de Cuba. El presente trabajo
tuvo como objetivo detectar la presencia de Babesia
spp. en perros sin duefio de La Habana.

MATERIALES Y METODOS
Toma de muestras

Para la recoleccion de las muestras se realizd un
estudio transversal, con una observacion unica, duran-
te el periodo de septiembre de 2016 a julio de 2018,
a 60 perros sin duefio, procedentes de 11 municipios
de la provincia La Habana (Boyeros, Habana Vieja,
Playa, Guanabacoa, Habana del Este, Arroyo Naranjo,
Cotorro, Centro Habana, La Lisa, Marianao y 10 de
octubre) que fueron capturados por el Centro de Con-
trol Contra las Zoonosis.

A los animales se les realizd examen fisico y se
les determiné la temperatura rectal. De cada animal se
registraron los datos referentes a sexo y presencia de
garrapatas.

Extraccion de la sangre

La sangre se obtuvo mediante punciéon de la vena
yugular, utilizando agujas hipodérmicas calibre 25 X
0,8 mm (21G) y tubos para extraccion de sangre por
sistema de vacio de 4 mL (BD Vacutainer®), con
7,2 mg de EDTA K2 como anticoagulante. Una parte
de la sangre colectada se empleo para el andlisis de los
parametros hematologicos y realizacion del frotis san-
guineo, y el resto se conservo en crioviales (Neogene)
a -20°C para posteriormente realizar la extraccion de
ADN.

Analisis hematologico

Se determind el hematocrito (Hto) y se realizd
conteo de leucocitos totales (LT). Para determinar el

hematocrito se utilizo una centrifuga de microhemato-
crito (JOVEL Hema-C). El conteo de LT se realizd
mediante una camara de Neubauer, con el empleo de
acido acético 2 % y sangre diluida 1/20. Los parame-
tros hematologicos se analizaron comparando con los
valores de referencia descritos para la especie canina
por Ettinger y Feldman (14). Todas las muestras se
trabajaron en las primeras 24 horas después de la
recoleccion. Los niveles de Hto se clasificaron con
relacion a la severidad de la anemia segun lo descri-
to por Piratae et al. (15): 20,37 L/L (no anemia),
0,30-0,36 L/L (anemia media), 0,20-0,29 L/L (anemia
moderada) y <0,20 L/L (anemia severa).

Colecta de garrapatas

El examen para la colecta de garrapatas se realizod
segun lo describen Shoorijeh et al. (16). De cada ani-
mal se tratd de extraer al menos 10 de las garrapatas
presentes.

Las garrapatas se retiraron manualmente y, en al-
gunos casos, se utilizaron pinzas planas, que se co-
locaron tan cerca como fuera posible al capitulo de
las garrapatas, para evitar el deterioro de la muestra.
Las garrapatas colectadas se preservaron en etanol al
70 % vy se transportaron al laboratorio en recipientes
rotulados para su identificacion en un microscopio es-
tereoscopio (Leica, Wetzlar, Alemania). Para la identi-
ficacion taxondmica se emple6 la clave publicada por
Nava et al. (17). Las garrapatas colectadas de cada
animal se agruparon por especie, estadio y sexo; se
depositaron en tubos plésticos estériles de 1,5 mL y se
conservaron a -80°C para estudios posteriores.

Diagnostico por frotis sanguineo

Las extensiones se fijaron con metanol absoluto
(Uni-Chem) y se tifieron durante 30 minutos con
Giemsa, segun Holbrook et al. (18). La lectura se
realiz6 en un microscopio optico (Carl Zeiss Micros-
copy GmbH, Jena, Alemania), con lente de inmersion
a una magnificacion final de 1000X. Se analizaron 25
campos por lamina como minimo, en la periferia del
frotis sanguineo (cola del frotis sanguineo) para deter-
minar la presencia de Babesiaspp. La identificacion de
estos hemoparasitos se realizdé basada en pardmetros
morfologicos y biométricos, tales como la forma, la
localizacion y el tamafio. Las formaciones compatibles
con Babesia spp. se identificaron como inclusiones
intracitoplasmaticas, ubicadas en los eritrocitos, en
forma de peras, simples, pariadas o multiples; segin
lo descrito por Lempereur et al. (19) o extracelulares,
segtin Coralié¢ et al. (20).

Extraccion y calidad del ADN

Se utilizaron 300 pL de sangre con anticoagulante
para la extraccion del ADN mediante el juego de reac-
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tivos Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madi-
son, EE.UU), segun las indicaciones del fabricante. El
ADN se resuspendio en 100 uL de solucion tampon
de elusion (Promega). La calidad y concentracion del
ADN se determinaron en el equipo Thermo Scientific
Nanodrop 2000 Spectrophotometer.

Para detectar la presencia de posibles inhibidores en
el ADN extraido, se amplifico) un fragmento del gen
gapdh (gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa), se-
gun los cebadores y las condiciones de amplificacion
descritos por Birkenheuer et al. (21), que amplifican
una region de 346-400 pb.

Diagnéstico de Babesia spp.

Se seleccionaron los cebadores descritos por Bir-
kenheuer et al. (21) con los que se amplifica en un pri-
mer ensayo de PCR los genes ARNr /8S de Babesia
y en un segundo ensayo de PCR se amplifica una
region de aproximadamente 340 pb dentro de este gen
(Tabla 1).

Como control positivo de los ensayos de PCR,
se utilizO ADN de Babesia canis, gentilmente dona-
do por el Laboratorio de Enfermedades Parasitarias
de la Universidad Federal Rural de Rio de Janeiro
(UFRRYJ), Brasil.

Los ensayos de PCR se realizaron en un volumen
final de 25 pL, conteniendo 1X GoTaq® Green Master
Mix (Promega, Madison, EE.UU.), 0,8 uM de cada
cebador. En el PCR1 se utilizaron 2 pul. de ADN y
en el PCR2 se utilizo 1 uL del PCR1. Todos los reac-
tivos se manipularon en flujo laminar (Ikem), usando
puntas con filtros (Eppendorf) resistentes a acrosoles.
Las reacciones se desarrollaron en un termociclador
Eppendorf Mastercycler gradient 96 (Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania), y se utiliz6 un programa de
amplificacién que consistié en un ciclo de 95°C du-
rante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por
45 segundos, 58°C durante 30 segundos, 72°C por 45
segundos y una extension final de 72°C durante 10
minutos.

Visualizacion de los resultados del PCR

Los resultados del PCR se aplicaron en geles de
agarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EE.UU.) al
2% en tampon TBE 0,5X, se corrieron a 100 Volts
y 50 mA en camara de electroforesis Maxiphor 2012
(LKB, Bromma, Suecia), durante 35 minutos en tam-
pon de corrida (TBE 0,5X). Los geles se tifieron con

Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL) durante 15 minutos y
los resultados se visualizaron en un transiluminador de
luz ultravioleta Macro Vue (Pharmacia Biotech Inc.,
EE.UU.). En todos los casos se utilizo un marcador
de peso molecular de 100 pb (Promega, Madison,
EE.UU.).

Analisis estadistico

Los datos se agruparon conformando una base de
datos en Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corpora-
tion, Redmond, WA). Se determinaron los estadigrafos
de dispersion valor maximo, valor minimo y su des-
viacion estandar, asi como el estadigrafo de tendencia
central, valor medio, del Hto y los LT.

La prueba ¢ de Student se utilizd para determinar si
existian diferencias entre la media del valor del Hto
de animales positivos y negativos a Babesia spp. por
PCR. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas para p<0,05. Se utiliz6 la prueba exacta
de Fisher para determinar si existia asociacion entre
las variables infestacion por garrapatas y el sexo del
animal, con la infeccion por Babesia spp. El analisis
de los datos obtenidos se realizd con el empleo del
Software R, Package stats version 3.6.0. (R Develop-
ment Core Team, 2019) con un 95 % de intervalo de
confianza (IC).

Consideraciones éticas

En todos los casos se emplearon los métodos de
manejo y sujecion correctos para el procedimiento,
segun lo describe Radostits et al. (22). Las muestras se
colectaron por veterinarios clinicos; las normas éticas
y de bienestar animal (Organizacion Mundial para la
Sanidad Animal, 2010) se respetaron estrictamente. Se
siguieron, ademas, los principios de la Guia Interna-
cional para investigaciones biomédicas que involucran
animales (23).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 60 animales en estudio, 27 (45 %) eran hem-
bras y 33 (55 %) machos. A la exploracion clinica
13/60 (21,6 %) animales tenian temperaturas > 39,5°C
y no mostraban signos de deshidratacion.

En la Tabla 2 se puede observar el comportamiento
de los parametros hematologicos. La media de los
valores de Hto y LT estuvo entre los valores de refe-
rencia descritos para la especie canina por Ettinger y

Tabla 1. Secuencia de los cebadores para la deteccion por PCR de
Babesia spp. / Sequence of primers for the detection of Babesia spp. by PCR.

Secuencia [5"....... 37

Gen a amplificar Referencia

5" GTTGATCCTGCCAGTAGT3’
S’AACCTTGTTACGACTTCTC3”"
5'GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGAC3’
5’ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA3’

ARNr 188 Birkenheuer et al. (21)
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Tabla 2. Valores medio, maximo, minimo y desviacion estandar de los parametros hematologicos de-

terminados en sangre de perros sin duefio de La Habana. / Mean, maximum, minimum and standard

deviation values of hematological parameters determined in the blood of stray dogs from Havana province.

Parametros

Valores Normales
X £ DS

Vmax / Vmin

Hto LT
0,37-0,55 L/L 6-17 x10°c/L
0,38 +£0,10 10,21 £4,08
0,76 /0,16 21,10/3,62

Leyenda: Vmin: Valor minimo; Vmax: Valor méximo; X: media; DS: desviacion estandar.

Feldman (14). Sin embargo, el valor minimo para es-
tos parametros fue inferior y el valor maximo superior
a los valores de referencia.

Al analizar los valores del Hto, tres (3/60) animales
(5 %) presentaban valores superiores a los descritos
por Ettinger y Feldman (14) y 34 (56,6 %) mostraron
valores de hematocrito dentro de los valores de refe-
rencia. Se plantea que estos valores estan presentes en
caninos con un estado de salud aceptable o en aquellos
casos donde existe una hemoconcentracion producto
a la deshidratacion del animal, que puede incrementar
en forma falsa los indicadores de la masa de globulos
rojos. Este ultimo criterio se reporta de manera comun
en perros callejeros (24); sin embargo, en el presente
estudio no se incluyeron animales con estado de deshi-
dratacion.

El 38,3 % de los animales analizados (23/60) mos-
traron un valor de hematocrito inferior a 0,37 L/L; 10
animales (16,6 %) tenian anemia media, 11 (18,3 %)
anemia moderada y dos animales (3.3 %) anemia se-
vera, segun la clasificacion descrita por Piratae et al.
(15). La anemia en estos perros pudiera estar influen-
ciada por la condicion de perros callejeros, que care-
cen de una alimentacion adecuada, y tienen mayor
exposicion a microorganismos patdogenos causantes de
pérdidas eritrocitarias.

El resultado del leucograma mostré que 5/60
(8,3 %) presentaron leucocitosis. Estos animales no
disponen de cuidados apropiados ni atencion médica
periddica y estan expuestos a un mayor namero de en-
fermedades de diversos origenes (bacterianas, virales
y parasitarias), que pueden producir una estimulacion
del sistema inmune con un incremento de la serie celu-
lar blanca (25). Segun Buckner y Ewing (26), durante

la fase recuperativa de la babesiosis canina se observa
lecocitosis.

Por otra parte, 7/60 (11,6 %) mostraron valores de
leucocitos totales por debajo del valor de referencia.
Segiin Mandal (27), la leucopenia puede ser provoca-
da por enfermedades virales, sin infeccion bacteriana
secundaria, como la que se presenta en el moquillo ca-
nino, la hepatitis infecciosa canina y el parvovirus ca-
nino, algunas infecciones bacterianas como toxemias
bacterianas, septicemia provocada por salmonelosis y
toxoplasmosis aguda; la anafilaxis, las neoplasias de la
médula 6sea, entre otras patologias. Buckner y Ewing
(26) plantearon que la leucopenia puede estar presente
en las primeras etapas de la babesiosis canina.

A la exploracion clinica, 31/60 animales (51,6 %)
estaban infestados con garrapatas. Se colectaron 69
garrapatas adultas (30 hembras y 39 machos) y tres
ninfas de R. sanguineus s.1. (Figs. 1 y 2). Un resultado
inesperado fue la casi ausencia de formas inmaduras
en la colecta. Es posible que algunas larvas y las
ninfas puedan haber sido ignoradas por el examen
realizado, pues al tratarse de perros sin dueflo, estos se
crian mas libremente y no estan acostumbrados al ma-
nejo, lo que pudo dificultar el examen; sin embargo, si
hubiera existido infestaciones masivas de larvas y nin-
fas, aun en estas condiciones de colecta, no se habrian
perdido. En este caso, es posible que el corto periodo
de muestreo estuvo fuera de temporada para larvas y
ninfas de R. sanguineus s.l. Resultados similares fue-
ron obtenidos por Szabo et al. (28), que estudiaron las
especies de garrapatas presentes en perros en Brasil y
solo encontraron cuatro ninfas de R. sanguineus s.l. en
un perro de un area urbana.

;u

Figura 1. Garrapata Rhipicephalus sanguineus s.1. (hembra) colectada de uno de los perros en

estudio. / Rhipicephalus sanguineus s.1. tick (female) collected from one of the dogs under study.
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Figura 2. Garrapata Rhipicephalus sanguineus s.1. (macho) colectada de uno de los perros en
estudio. / Rhipicephalus sanguineus s.l1. tick (male) collected from one of the dogs under study.

La garrapata R. sanguineus s.l. tiene una distribu-
cién cosmopolita y el perro constituye el principal
hospedero de esta especie en areas rurales y urbanas
(6,29). En islas del Caribe como Granada, Trinidad,
Saint Kitts y Nevis, Martinica, Aruba, Puerto Rico
y Haiti se reporta una alta frecuencia de aparicion
de esta especie de garrapata en perros (9,30-33). En
Cuba, Pérez-Vigueras (10) reporto la presencia de la
garrapata R. sanguineus en todo el pais; sin embargo,
Barros-Battesti et al. (34) notificaron que esta especie
se encuentra distribuida geograficamente hacia la zona
occidental de Cuba.

Investigaciones  recientes  sugieren que R
sanguineus es un taxon con una definicion morfolo-
gica incierta y se han reunido evidencias irrefutables
que respaldan la existencia de un complejo de especies
bajo el nombre R. sanguineus s.l., cuyo numero de
especies en todo el mundo ain no se ha determinado.
Esta hipotesis sugiere que el estado taxonéomico de R.
sanguineus podria requerir revision (35).

En 10 de los perros donde se encontré R.
sanguineus s.l. también se colectaron 15 garrapa-
tas adultas hembras y dos ninfas de Rhipicephalus
microplus. Estos perros pudieron estar en contacto con
otros animales (hospederos principales) infestados con
esta especie de garrapata y convertirse en hospederos
accidentales. Resultados similares se obtuvieron por
Szabod et al. (28), que en 140 perros en estudio, cin-
co estaban infestados con R. microplus y uno tenia
infestacion mixta con R. sanguineus s.l. Segin estos
autores, esto podria deberse a que los perros tuvieron
intercambio de habitat con otros animales domésticos
o salvajes que actian como hospederos principales de
R. microplus.

A pesar de que R. microplus es la garrapata del
ganado bovino, estudios realizados por Ueti ef al. (36)
demostraron que es capaz de ser infectada eficiente-
mente por Theileria equi durante la infeccion aguda
y persistente y transmitirlo de forma intraestadial y
transestadial a caballos. Estos resultados evidencian
la capacidad vectorial de esta garrapata de transmitir
patogenos a hospederos accidentales.

En el presente estudio se realizaron los frotis san-
guineos a partir de sangre venosa con anticoagulante,

teniendo en cuenta que, con excepcion de las especies
de Babesia, como Babesia bovis que se acumulan en
los capilares y los tejidos, el resto de las especies de
Babesia se diagnostica mejor en frotis de sangre veno-
sa con anticoagulante, que en frotis de sangre capilar
colectada de la oreja o de la cola (19). Es importante
conocer que los microorganismos como Babesia spp.
estan presentes frecuentemente en los margenes de los
frotis de sangre, ya que los eritrocitos que contienen
parasitos tienden a migrar a los margenes durante la
preparacion del frotis (37).

Se observé que 7/60 animales (11,6 %) presen-
taron formaciones intraeritrociticas compatibles con
Babesia spp. (Fig. 3).Este diagndstico se baso en las
caracteristicas morfoldgicas y estructurales descritas
para estos hemoparasitos por Lempereur et al. (19).
Se visualizaron microorganismos intraeritrociticos en
forma de pera en pares o simples. Segun estos autores,
estas caracteristicas morfologicas permiten la identifi-
cacion preliminar de B. canis, B. vogelio B. rossi; sin
embargo, se necesita la realizacion de técnicas mole-
culares para poder tener una identificacion certera de
la especie que esta presente.

En un animal (1/60) (1,6 %) se observaron merozoi-
tos extracelulares; resultados que coinciden con los
descritos por Izzi et al. (38) y Corali¢ et al. (20),
quienes encontraron trofozoitos de Babesia spp. en
eritrocitos de perros, de forma individual, en parejas
o en grupos de cuatro, y también extracelularmente
de forma oval a piriforme y que se concentraron prin-
cipalmente en el borde de los frotis. 1zzi et al. (38)
determinaron por PCR en tiempo real que se trataba de
B. vogeli.

En la presente investigacion, 8/60 (13,3 %) de los
animales resultaron positivos a Babesia spp. mediante
visualizacion de los frotis sanguineos. Corali¢ et al.
(20), en un estudio realizado en 144 perros con dueflo
que presentaban signos y sintomas compatibles con
hemoparasitosis, encontraron que el 80 % de los ani-
males fueron positivos por examinacion de los frotis
sanguineos.

Babesia spp. grandes, previamente se consideraba
que eran B. canis, pero en la actualidad estan dividi-
das en tres especies separadas: B. canis, B. vogeli y
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Figura 3. Visualizacion de cuerpos intraeritrocitarios compatibles con Babesia spp. en frotis sanguineos de dos perros en estudio. /

Visualization of intraerythrocytic inclusion bodies compatible with Babesia spp. observed in blood smears from two dogs under study. .

B. rossi (39). B. canis, transmitida por Dermacentor
reticulatus, es la especie de Babesia mas comun en
Europa y Asia y se describe que puede aparecer sim-
ple o pareada, pero usualmente aparece parecada y
las formas piriformes tienen un tamafio entre 2,5-3
X 5 pum. En las regiones tropicales y subtropicales
R. sanguineus s.1. es el vector de B. vogeli, una espe-
cie grande, que puede aparecer simple o pareada con
un tamafio de 2,5 X 4,5 um, siendo menor que B.
canis. B. rossi se describe en regiones de Africa y se
transmite por Haemaphysalis elliptica (formalmente
H. leachi) (40). Esta especie también puede aparecer
en forma de peras simples o pareadas con un tamafio
similar a B. vogeli.

B. gibsoni y B. vulpes son piroplasmas pequefios,
que también pueden causar babesiosis en perros (19).
B. gibsoni se describe en Asia, Estados Unidos y
Europa, con un tamafio de 1,2-2 X 2-3,2 um y con
formas piriformes o ameboides. B. vulpes esta descrita
en varios paises de Europa y se observa en forma de
pera simple con un tamafio de 2,5 X 1 pm (41).

Barros-Battesti et at. (2009) describieron la presen-
cia en Cuba de nueve especies de Ixodes. Entre las
garrapatas que pueden transmitir a los perros las espe-
cies de Babesia mencionadas con anterioridad, solo
esta presente en Cuba R. sanguineus s.l. Gonzalez et
al. (13) describieron la presencia de B. vogeli en garra-
patas R. sanguineus s.l. colectadas de perros con due-
flo de La Habana mediante ensayos de PCR anidado.
Teniendo en cuenta estos precedentes y los resultados
obtenidos de la visualizacion de los frotis sanguineos,
se pudiera inferir que la especie que se visualizo seaB.
vogeli; pero estos resultados tienen que ser confirma-
dos con ensayos de PCR especie-especificos y secuen-
ciacion, debido a que el rango geografico de piroplas-
mas infectando perros parece estar expandiéndose, la
ubicacion no deberia utilizarse como unico criterio
para la identificacion de especies o subespecies (21).

Segin Mir¢ et al. (42), mediante la visualizacion de
los frotis sanguineos no es posible realizar la diferen-
ciacion de las especies. En la India, las enfermedades
transmitidas por garrapatas se han diagnosticado por
métodos que utilizan la observacion microscopica de
frotis de sangre; sin embargo, Amritpal et al. (43)
plantean que este método no permite la identificacion
confiable de la especie.

En lo que respecta al diagnostico de babesiosis ca-
nina, el examen microscopico directo del frotis de
sangre tefiido es el método mas comunmente utilizado,
ya que es factible de realizar, pero no necesariamente
detecta los parasitos en perros con infecciones no apa-
rentes o cronicas, debido a que el nivel de parasitemia
es muy bajo (44). En el presente estudio, por tratarse
de perros callejeros, resulta dificil poder determinar la
presencia de la mayoria de los signos clinicos relacio-
nados con la babesiosis canina. Segiin Quiroz (45), en
los casos cronicos la fiebre falta totalmente o puede
observarse en los primeros dias de la enfermedad o es
de tipo intermitente en algunos casos.

La microscopia sigue siendo la mas simple y acce-
sible prueba de diagndstico para la mayoria de los
veterinarios y, durante la fase aguda, la microscopia de
infecciones es razonablemente sensible para detectar
parasitos intraeritrociticos en frotis de sangre tefiidos
con Giemsa o con tincion de Wright, pues permite la
diferenciacion entre las babesias grandes y las peque-
fias. Sin embargo, para poder determinar la especie se
necesitan herramientas moleculares (42).

Todos los ADN tenian la concentracion y calidad
requeridas para ser utilizados en ensayos de PCR, se-
gun el analisis por espectrofotometria. Con el ensayo
de PCR para el gen gapdh, en todas las muestras se
amplifico un fragmento entre 346 y 400 pb, lo que
demuestra que no hay presencia de inhibidores y que
los ADN tienen la calidad requerida para ser usados en
ensayos de PCR.

Como resultado del diagnostico molecular mediante
PCR, 12/60 (20 %) animales resultaron positivos a
la presencia de Babesia spp. En todas las muestras
positivas se visualizd una banda de 340 pb, lo que
se corresponde con lo descrito para este ensayo por
Birkenheuer et al. (21). Resultados similares se descri-
bieron por Agustine et al. (246), cuando emplearon
este ensayo para el diagnostico de Babesia spp. en
perros naturalmente infectados de Kerala, India.

El gen ARNr /8S es el gen mas comunmente utili-
zado para el diagnéstico de Babesia spp. y de las espe-
cies, debido a su conservacion y la repeticion dentro
del genoma que proporciona una amplia cantidad de
ADN blanco para ser amplificado mediante PCR (47).
Para la identificacion de las especies se pueden utilizar
ensayos de PCR anidado especie-especificos (21) o

métodos moleculares alternativos (48-50).
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En la deteccion de Babesia spp. el frotis sanguineo
mostr6 un bajo desempeiio con respecto al PCR. El
20 % de las muestras fueron positivas por PCR, mien-
tras que en la examinacién microscopica solo en el
13,3 % de las muestras se observaron merozoitos de
Babesia spp. Resultados similares se obtuvieron por
O’Dwyer et al. (51), pues reportaron el 8 % de las
muestras positivas por PCR y solo en el 2 % se obser-
varon los merozoitos de Babesia spp.

Los resultados obtenidos por ambas técnicas corro-
boran que el frotis sanguineo no es una prueba diag-
nostica lo suficientemente sensible para la identifica-
cion de animales en la fase crénica de la enfermedad,
ya que no necesariamente detecta los parasitos en pe-
rros con infecciones no aparentes o cronicas, debido a
que el nivel de parasitemia es muy bajo (44).

La Tabla 3 muestra una comparacion de las medias
del valor del Hto entre los animales positivos y nega-
tivos a Babesia spp. por PCR. La media del Hto de
los animales positivos a Babesia spp. esta por debajo
de los valores de referencia. Los animales negativos
tienen una media del valor del hematocrito estadistica-
mente significativa superior a la media de los animales
positivos.

Se observa una relacion entre los animales positivos
y la disminucion del valor del Hto que coincide con
los resultados encontrados por Avinash et al. (52),
quienes reportaron una disminucion estadisticamente
significativa del valor del Hto, el recuento total de eri-
trocitos y la concentracion de hemoglobina en perros
positivos a Babesia spp. en comparacion con perros
sanos.

Segun Coralié¢ ef al. (20), la anemia y el ictero
se pueden tener en cuenta como parametros clinicos
que indican fuertemente infeccion por Babesia spp.
La anemia puede ser causada por efectos mecanicos,
inmunologicos y toxicos del parasito, lo que provoca

ictericia como consecuencia de la lisis de los eritro-
citos. La hemolisis de eritrocitos infectados, debido
al dafio directo inducido por parasitos,es un hallazgo
bien documentado en la babesiosis canina.

Estos resultados son similares a los obtenidos por
Jain et al. (53), quienes compararon los valores me-
dios del Hto, el recuento total de eritrocitos y la con-
centracion de hemoglobina con los valores de referen-
cia reportados por Meinkoth et al. (54) y revelaron
que la anemia y la trombocitopenia eran evidentes
en las infecciones cronicas por B. gibsoni. Ademads,
plantearon que las alteraciones hematologicas signifi-
cativas y la posibilidad de no detectar los parasitos
por la microscopia convencional, debido a la baja sen-
sibilidad de este ensayo en las etapas iniciales de la
enfermedad, exige el uso de un protocolo de PCR
sensible para la deteccion rapida de la infeccion y la
seleccion de opciones de tratamiento oportunas.

A pesar de que la leucopenia se considera como
uno de los signos presentes en la babesiosis, especifi-
camente para B. canis (25), en el presente estudio solo
tres animales positivos a Babesia spp. tenian leucope-
nia, lo que coincide con los resultados obtenidos por
Corali¢ et al. (20).

El estudio de asociacion entre el sexo de los anima-
les y la presencia de garrapatas con la infeccion por
Babesia spp. mostré que no existe asociacion entre las
variables evaluadas para un valor de p=1 (Tabla 4).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Singh et al. (55), pues no encontraron diferencias es-
tadisticamente significativas (p<0,05) entre el sexo y
la infeccion por Babesia spp. en perros de la India.
Estos autores plantean que existen otros factores de
riesgo como la edad (animales jovenes) y la época del
afio (verano) que si influyen de forma directa en la
presencia de Babesia spp. en perros.

Tabla 3. Comparacion de los valores de hematocrito entre animales positivos y negativos a Babesia spp.

por PCR. / Comparison of hematocrit values between animals positive and negative to Babesia spp. by PCR. .

Variable PCR n Media Mediana D.S. E.E. P
Negativos 48 0,399 0,400 0,102 0,0147
Hto (0,37-0,55 L/L) . 0,02
Positivos 12 0,319 0,350 0,0974 0,0281

D.S.: Desviacion estandar; E.E.:Error estandar

Tabla 4. Asociacion de las variables en estudio con la presencia de Babesia spp. en perros callejeros de La Ha-

bana. / Association of the variables under study with the presence of Babesia spp. in stray dogs in Havana province.

PCR
Variables independientes Categorias Positivos Negativos Total Prueba exacta de Fisher P

Si 6 25 31

Garrapatas No 6 23 29 0.921 1.000
Total 12 48 60
Femenino 7 26 33

Sexo Masculino 5 22 27 1.18 1.000
Total 12 48 60

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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En el caso de la infestacion por garrapatas, Galay et
al. (56) también reportaron que no existia asociacion
entre esta variable y la infeccion por Babesia spp. La
garrapata R. sanguineus es nidicola y endoéfila, por lo
que prefiere vivir en interiores en contacto cercano
con su huésped. Los perros con hogar que viven en
lugares con alta poblacion de garrapatas tienen una
mayor probabilidad de infestarse repetidamente que
los perros callejeros que se mueven constantemente de
un lugar a otro, lo que pudiera explicar los resultados
encontrados en esta investigacion. Cabe destacar que
los perros callejeros pueden ser vehiculos para las ga-
rrapatas y difundirlas; de esta manera contribuyen a
la propagacion de las hemoparasitosis, por lo que la
prevencion de la babesiosis canina, asi como cualquier
enfermedad transmitida por garrapatas, se logra elimi-
nando la posibilidad de exposicion al vector mediante
un control activo del ambiente (56).

Las manifestaciones clinicas de la babesiosis canina
varian con la especie del agente infeccioso, asi como
con la edad, el estado inmune y la fase de la enferme-
dad. B. rossi es altamente patogénica, provoca anemia
hemolitica y complicaciones graves que incluyen sig-
nos neurologicos, fallo renal agudo y edema pulmonar.
Las infecciones por B. vogeli son normalmente subcli-
nicas en perros adultos, pero puede ser fatal en anima-
les de tres a cuatro meses de edad. Las infecciones
por B. canis, B. gibsoni y B. conradae cursan como
enfermedad media a severa (40).

Frente a la posibilidad de hallazgos clinicos no
caracteristicos de una enfermedad en especifico, se
recomienda a los veterinarios considerar la parasitosis
por Babesia spp. y realizar un analisis parasitologico
seguido de la deteccion molecular y la determinacion
de las especies (57,58).

Hasta donde los autores conocen, este es el primer
estudio de deteccion Babesias pp. en perros sin duefio
de Cuba y demuestra la necesidad de investigaciones
futuras dirigidas a determinar la especie, con estudios
adicionales sobre los vectores que la pueden transmi-
tir.
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