Infeccion por Theileria annae
en un perro esplenectomizado

El presente trabajo describe uno de los primeros casos publicados de una nueva forma de
Theileria annde en un perro Basset Hound de 14 anos, esplenectomizado. Una muy intensa pa-
rasitemia junto a una severa anemia hemolitica y trombocitopenia fueron los hallazgos mas re-
levantes. La instauracion de un rapido tratamiento con dipropionato de imidocarb, hizo que el
cuadro clinico evolucionase con rapidez hacia la curacion.
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Introduccion

La babesiosis es una zoonosis de distribucién mundial causada por parasitos intraeritrocitarios
del género Babesia y transmitida por garrapatas. Normalmente causa un sindrome caracterizado
por hipertermia, anemia y hemoglobinuria. En perros ha sido tradicionalmente asumido que las
lnicas especies que causan enfermedad en la especie canina son Babesia canis y Babesia gibso-
ni, pero publicaciones'* recientes demuestran gue una tercera especie (Theileria annae) también
puede causar enfermedad. Un amplio trabajo realizado por nuestro grupo de investigacion en
Galicia demostrd que la infeccidn por este parasito tiene una naturaleza endémica en nuestra co-
munidad y evoluciona con frecuencia a insuficiencia renal*, Estas observaciones han introducido
un gran cambio en el conocimiento de |a epidemiologia de la babesiosis canina.

La diferenciacién morfolégica entre Babesia canis y Babesia gibsoni/Theileria annae es clara.
B. canis es relativamente alargada (2.4 um x 5.0 pm), de ferma piriforme y aparece normalmen-
te en parejas dentro de los hematies. B. gibsoni y Theileria annae son mas pequefas (1 a 2 um),
ambas indistinguibles morfoldgicamente y normalmente se observan de forma individual. La in-
feccion por B. canis es considerada endémica en regiones tropicales y subtropicales, mientras que
B. gibsoni es endémica en areas de Asia, Africa y Norte Ameérica, apareciendo en Europa solo co-
mao consecuencia de la introduccion de perros infectados del extranjero®. Theileria annae, por el
contrario, solo ha sido observada hasta el momento actual en nuestro pais*. El diagnostico defi-
nitivo se realiza mediante PCR. Tradicionalmente las formas "pequenas” son mas patégenas que
las grandes, la severidad de la anemia hemolitica es mayor y evolucionan con mayor frecuencia a
insuficiencia renal, siendo la respuesta al tratamiento menos favorable®®,

El conocimiento de los aspectos clinicos y epidemiologicos de la infeccion por el piroplasma
Theileria annae, recientemente descrito en Europa, es todavia muy limitado. Este trabajo descri-
be el segundo caso publicado en la literatura de un perro esplenectomizado infectado de forma
natural por esta especie de Theileria annae’, pero con resultado final muy diferente.

Caso clinico

En mayo del 2003 un perro macho de 14 anos, raza Basset Hound, de 20 Kg de peso, que vi-
via en un area rural de Galicia, acudio a la clinica veterinaria con una intensa esplenomeagalia, de
origen incierto. A consecuencia de ella fue esplenectomizado y posteriormente dado de alta sin
profilaxis para babesia. El 30 de octubre del 2003, cinco meses mas tarde, el perro acudio de nue-
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vo a la consulta del veterinario mostrando signos de hiperter-
mia (39.2°C), temblores, apatia y orina "cargada”. El examen
fisico reveld una importante palidez de mucosas, linfadenitis
bilateral que afectaba a ganglios popliteos y preescapulares,
taquicardia y ausencia de garrapatas. Ante la sospecha de ba-
besiosis se realizd un examen de laboratorio. Las muestras de
sangre se obtuvieron por puncién de la vena cefalica durante
la fase febril. El recuento hematoldgico y los parametros bio-
quimicos se realizaron en un contador automatico STKS-2
VCS (Coulter®) y en un autoanalizador biogquimico CL-7200
(Shimadzu®), respectivamente. Las extensiones de sangre pe-
riférica se tineron con azul de cresilo brillante para el recuen-

Parametros (rango normal de referencia y unidades)

—— —

Leucocitos (6.0-17.0 x 10°/L) 6.0
Neutrofilos (60-77 %) — 454
Linfocitos (12-30 %) ' “357
Monocitos (3-10 %) 19.3
Eosinéfilos (2-10 %) — 0.40

" Baséfilos (0-1 %) — " 020
Neutréfilos ( 3.0-11.5 x 10%/L) o —
Linfocitos ( 1.0-4.8 x 1070) - ) 214
Monocitos (0.15-135 x 10) 115
Eosindfilos ( 0.16-1.60 x 107L) " o024
Basofilos ( 0.0-0.17 x 10’/L) i

Hematies (5.5-8.5 x 10'%/L) - 2,85

Reficulocitos (0.5-1.5 %) . ———T

Hemoglobina (120-180 g/L) O ——

Hematocrito (37.0-55.0 %) -

indice distribucién hematfes (IDH) (< 15.0 %) e

Plaquetas (120-500 x 10°/L) —— 14

Glucosa (3.44-6.00 mmoll) : 419

Urea (3.16-9.16 mmoll) 15 i

Creatinina (44.2-141.4 ymol/l) 86.7

Aspartato aminotransferasa (AST) (8-57 U/L) 129

Alanina aminotransferasa (ALT) (8-48 U/L) Y237

Fosfatasa alcalina (FA) (10-120 U/L) — 134

Creatincinasa (CK) (14-120U0) 118

Lactato deshidrogenasa (LDH) (65-149 U/L) s69

Amilasa (270-1462 U/L) 1096

Lipasa (<200 U/L) 46

Proteinas totales (55-75 g/L) 67

Albdmina (23-34 g/L) 32

Colesterol (3.02-6.60 mmol/L) ' 5.74

Bilirrubina total (1.71-10.2 pmol/L) T

Triglicéridos (0.11-1.32 pmol/L) 0.91

Tabla 1. Resultados de los parametros analiticos durante la fase aguda
de una parasitacion por Theileria annae en un perro esplenectomizado.

to de los reticulocitos y Giemsa para la observacion directa
del parasito, como describe Nelson y Morris®. Los resultados
analiticos se presentan en la Tabla 1.

El principal hallazgo analitico fue una marcada anemia
con disminucién de los hematies, hemoglobina y hematocri-
to y la presencia de una trombocitopenia absoluta. En la for-
mula leucocitaria se abservo neutropenia y eosinopenia. En la
extension de sangre periférica se visualizaron multiples mero-
zoitos intraeritrocitarios (22%) y extraeritrocitarios de peque-
fio tamano (1-2 um), forma anular y presentacion Unica en
cada hematie en un 89%; ademas se constataron formas in-
traeritrocitarias dobles y en tetradas (9% y 2% respectiva-
mente). No se observaron formas compatibles con B. canis.
Otros hallazgos fueron un aumento del nimero de reticuloci-
tos y eritrablastos, corpisculos de Howell-Jolly y la presencia
de linfocitos reactivos atipicos de aspecto polimorfo, macro-
fagos vacuolados y el raro fenémeno de la eritrofagocitosis
(Figura 1).

Figura 1. Extension de sangre periférica (Giemsa x1000) de un perro esple-
nectomizado parasitado por Theileria annae en la cual se observan nume-
rosos parasitos intra y extraeritrocitarios, asociados al fenémeno de la eri-
trofagocitosis.

En la bioquimica, el dato mas significativo observado du-
rante la fase aguda del proceso fue una moderada elevacion
de las enzimas hepaticas. La funcion renal, por el contrario,
fue absolutamente normal.

Tras la confirmacion en la extension de sangre periférica
de formas compatibles con Theileria annae se inicio trata-
miento con dipropionato de imidocarb (Imizol®, Schering-
Plough; 4 mg/Kg, SC), doxiciclina (Vibracina®, Pfizer; 60
ma/12 horas, PO, durante 14 dias) y prednisona (Dacortin®,
Merck; 1 mg/ka/24 horas, PO, durante 3 dias). A las 72 horas
de iniciado el tratamiento se produjo remision de los signos
clinicos anteriormente citados. Al cabo de dos semanas, coin-
cidiendo con la sequnda dosis de tratamiento de Imizol®, se
constato la resolucion del cuadro clinico, siendo dado de alta
de forma definitiva.

Con posterioridad se realizo analisis confirmatorio por
PCR del parasito observado en la extension de sangre perifé-
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rica en el Departamento de Inmunologia y Enfermedades
Infecciosas de la Harvard School of Public Health, Boston,
Massachusetts, USA. El DNA fue extraido y el fragmento
1200bp del 18S rDNA fue amplificado usando los primers
Piro A y PiroB DNA. El resultado de los anélisis de los frag-
mentos de la secuencia 1200bp 18S rDNA ofrece una identi-
dad del 100% con T. annae (GenBank AF188001; new
GenBank accessions AY457974, AYA57975, AY457976), As
pues, concluimos que el perro incluido en este estudio esta-
ba infectado por T. annae.

Discusion

La anemia que presentaba el animal tenia claras caracte-
risticas regenerativas como |lo demuestra el recuento de reti-
culocitos (103350 x 10%L) y la presencia de eritroblastos en la
extension de sangre periférica. Los altos valores obtenidos en
el Indice de distribucion de hematies (IDH) refuerzan este ha-
llazgo, dado gue la anisocitosis refleja la presencia de dos po-
blaciones eritrocitarias; una normocitica representada por los
eritrocitos y una macrocitica que corresponderia a los reticu-
locitos. El comportamiento de los niveles de la LDH esta en
consonancia con la intensa anemia hemolitica. El elevado nu-
mero de parasitos en sangre circulante, junto con los abun-
dantes corpusculos de Howell-Jolly intraeritrocitarios, reflejan
la incapacidad de depuracion ejercida por el bazo ausente®.
La severidad de la inmunosupresion se manifiesta con la pre-
sencia de merozoitos formando tetradas (cruz de malta) en el
interior de los hematies, formas gue sélo se observan en si-
tuaciones de inmunosupresion extrema®'’. Finalmente, la
presencia de linfocitos reactivos, macréfagos vacuolados vy el
hallazgo inhabitual del fendmeno de la eritrofagocitosis”, es-
taria en relacion con la hiperactivacién del sistema reticulo-
endotelial a consecuencia de la infeccién.

Durante la fase febril aguda, una importante trombocito-
penia fue observada junto con la presencia de plaguetas gi-
gantes en la extension de sangre periférica. Este caracter re-
generativo de |la trombocitopenia es consistente con los cam-
bios hematologicos observados en trabajos previos”, apoya
su origen periférico y estd en contra de una afectacion cen-
tral megacariocitica.

La elevacion de las enzimas hepaticas junto con la fosta-
tasa alcalina podria estar asociada con un cierto grado de co-
lestasis observado en el animal durante la fase febril, hecho
citado por otros autores'. Finalmente, la aparente contradic-
cién entre la acusada anemia hemolitica y la moderada ele-
vacidn de bilirrubina total en suero podria ser explicada por la
interferencia entre el método de Jendrassik para la medida de
la bilirrubina y |a presencia de hemoglobina libre en el suerc
que puede producir falsos resultados por defecto'.

El presente estudio muestra como una infeccion natural
por el parasito Theileria annae recientemente descrito como
causante de enfermedad severa en la especie canina y que se
presenta de forma endémica en la comunidad auténoma de
Galicia, es capaz de inducir enfermedad severa en animales
esplenectomizados de manera similar a como lo hacen otras
especies de Babesia en la misma situacion clinica. Como ca-
racteristica particular del caso destacamos la elevada parasi-
temia que evoluciona a una rapida recuperacion tras el trata-
miento especifico, en contra de lo que es habitual en los ca-
sos de esplenectomizados’, Es importante destacar la rapidez
en el diagnostico como factor clave para una resolucion del
cuadro clinico.

La infeccion por Theileria annae en perros esplenectomi-
zados deberia ser considerada como una emergencia medica.
La naturaleza a menudo fatal del cuadro en estos animales
justificaria la adopcién de medidas preventivas tales como la
administracion profilactica de compuestos babesicidas para
los perros esplenectomizados que viven en areas endemicas,
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pounds (imidocard dipropionate) the dog improved.
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Theileria annae infection in a splenectomized dog

Babesiosis is a worldwide zoonosis caused by tickborne haematozoan parasites of the genus Babesia. It has been traditionally assu-
med that only two of the 73 identified Babesia species are a cause of natural infection in dogs, that is, Babesia canis and Babesia gibso-
ni, but a recent report demonstrates that a different piroplasm can parasitise dogs. This parasite, generically related o Theileria annae,
is a cause of disease in dogs in north-west Spain, where it could have an endemic nature amongst the canine population. These obser-
vations have introduced a major change in the approach to the epidemiology of babesiosis in dogs. _

The present report describes a case of non-experimental babesiosis in a 14-year-old male Bassec Hound, splenectomized May 2003.
Follewing splenectomy, in October 2003, a very intense parasitaemia (22 per cent), thrombocytopenia and regenerarive haemolytic ana-
emia were the most relevant findings. Seventy-two hours after the onset of symptoms and specific treatment with babesiacidal com-
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