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OBJETIVOS DEL TRABAJO
INTRODUCCION y OBJETIVOS

Las levaduras y hongos filamentosos forman parte de la microbiota normal de los mamiferos,
junto con las bacterias y algunos protozoos, y esta varia segun la localizacion en el organismo
y segun diversos factores. La funcion de estos hongos como microflora es desconocida y los
estudios realizados son escasos, por lo que la informacion sobre la prevalencia y clasificacion
taxondmica de los hongos del tracto gastrointestinal de los perros es muy limitada.

El conocimiento de la flora intestinal es un requisito indispensable para valorar el papel de los
distintos agentes patégenos en cuadros digestivos. A este respecto, el papel de los hongos en
los procesos diarreicos de los animales esta todavia por determinar’?. Normalmente, se
considera a los hongos como patdgenos oportunistas, que se benefician de situaciones
estresantes, infecciones previas o tratamientos antibioticos que produzcan disbiosis
intestinales. Esporadicamente se han asociado con procesos diarreicos, especialmente
cronicos, en diversas especies animales.

Este trabajo describe la caracterizacidon de hongos en heces de perros sanos y de perros con
diarrea cronica de origen incierto.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron heces de 73 perros con diarrea cronica y de 20 perros sanos, de diferentes
edades, a lo largo de un periodo de dos anos. En todos los perros con diarrea cronica se
habian descartado previamente los patdgenos mas habitualmente relacionados con diarreas en
perros, tales como virus, bacterias y parasitos. Los animales se dividieron en tres rangos de
edad, animales jévenes (<1 afo), adultos (1-7 anos) y geriatricos (>7 afos). De los perros
sanos, algunos de ellos se correspondian con perros de trabajo (12) y otros con animales de
compaifiia (8). La alimentacién era con piensos comerciales

Las muestras se procesaron en la Unidad de Microbiologia de la Facultad de Veterinaria y en el
laboratorio Albéitar de Zaragoza. Las muestras se sembraron en agar Sabouraud-Cloranfenicol
durante 15 dias a 37°C. La identificacién de hongos filamentosos se realizé por el aspecto
macroscopico y microscopico de las colonias, mientras que los levaduriformes mediante el
sistema Vitek2 (Biomerieux).
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RESULTADOS

Los resultados de este trabajo muestran que en perros con diarrea cronica y en perros

sanos la presencia de hongos es frecuente. En los perros con diarrea, se aislaron hongos en el
45,8% (11 de 24) de animales menores de un afio, en el 40,9% (9 de 22) de animales de entre
1y 7 afiosyenel 59% (1 de 17) de animales mayores de 7 afios. Respecto a los animales
sanos, en el 68,75% (11 de 16) de los animales de 1 a 7 afios se aislaron hongos. En los otros
dos rangos de edad se aislaron hongos en el 100% de los animales, sin embargo su niumero
era escaso (uno < 1 afo y tres >7).

Sin embargo, se han observado algunas diferencias; mientras en perros con diarrea los
géneros mas frecuentes fueron Candida y Aspergillus, en perros sanos no se aislé Aspergillus.
Las especies de Candida también fueron diferentes; en perros con diarrea se aislaron C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata 'y C. lusitanie, mientras que en perros sanos C. auris.
Penicilium solo se detectd en animales sanos mientras que Rhizopus y Saccharomyces solo en
animales con diarrea.

También se observaron diferencias en relacion con la edad, en los animales con enteritis
cronica. Candida albicans fue la especie predominante en perros de 1 a 7 afios, no aislandose
C. parapsilosis; en animales menores de un afio ambas especies fueron las predominantes. En
perros mayores de 7 anos con enteritis cronica no se aislé Candida, detectandose solo
Saccharomyces.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran que en perros con diarrea cronica y3en perros
sanos la presencia de hongos es frecuente, lo cual coincide con la literatura®. Sin embargo,
parecen existir diferencias en los géneros y especies aisladas y en relacién con la edad.

Un hallazgo importante es el aislamiento de Candida auris en animales sanos. C. auris se
considera como un patdégeno emergente, descrito recientemente, que se asocia con
infecciones nosocomiales en humana®, sin embargo no se ha descrito todavia en perros. Segun
nuestro trabajo habria que considerar al perro como portador de C. auris, con la precaucion
especialmente para personas inmunodeprimidas.

También Malassezia furfur fue detectada solo en animales sanos, y esta especie es causa de
enfermedades en humanos.

Otro hallazgo interesante es que Aspergillus parece relacionarse con enteritis crénica en
perros. Aunque su papel etiolégico es incierto, una cierta participacion en el proceso digestivo
podria intuirse.

Este estudio también sugiere que el ambiente puede modular la presencia de hongos en
perros. Asi, mientras en perros de compainiia se aislaron hongos en el 100% de los mismos, en
los perros de trabajo solo se detectaron en el 58,3%. Esto sugiere que un ambiente y
alimentacion mas controlados puede hacer que la presencia de hongos sea menor.

En conclusion, este trabajo muestra que la presencia de hongos en el digestivo de perros es
frecuente, sin embargo parecen variar las especies en animales con diarrea cronica con
respecto a animales sanos. Es relevante el aislamiento de C. auris en heces de perros sanos
por ser la primera descripcion en esta especie y por su posible riesgo zoondtico
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

La leishmaniosis visceral canina, producida por el protozoo Leishmania infantum, es una
enfermedad endémica y ampliamente distribuida por la cuenca Mediterranea. Clinicamente,
puede manifestarse desde los 3 meses hasta los 7 afios tras la infeccidn y se caracteriza
princi1palmente por adelgazamiento, atrofia muscular, problemas cutédneos y, finalmente fallo
renal .

A nivel histolégico, frecuentemente se observa inflamaciéon granulomatosa en multiples
organos, predominantemente érganos linfoides tales como bazo y linfonodos. Ademas, esta
descrito que se produce un depésito de inmunocomplejos particularmente en el rindn, que
conduce a una glomerulonefritis y, finalmente, a un fallo renal. Aunque se han descrito con
frecuencia lesiones granulomatosas en higado, estas generalmente son de caracter
microscéz%ico1.De forma anecddtica, se han citado presentaciones atipicas en drganos
variados™”, aunque todas ellas caracterizadas por inflamaciéon granulomatosa. Sin embargo, a
nivel peritoneal solo existe una referencia®. Esta se correspondia con una peritonitis
esclerosante, aunque, su asociacion con la Leishmania no fue finalmente demostrada,
considerandose un hallazgo incidental.

Este estudio describe lesiones atipicas en higado y peritoneo, asociadas a la infeccion por
Leishmania infantum que, en ausencia de una historia clinica adecuada, podrian admitir
diagndsticos alternativos.

MATERIAL Y METODO

Se trabajo con 20 perros de la raza beagle infectados experimentalmente con 108
promastigotes /mL. Un afo tras la infeccion, se eutanasiaron, independientemente de su status
clinico. Se recogieron muestras de sangre, suero y tejidos de todos los animales para estudios
seroldgicos, bioquimicos y de PCR para la confirmacion de la infeccion.

Al observarse lesiones atipicas en dos de los animales en la necropsia se recogieron muestras
para estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos (para lo que se utilizé anticuerpo
policlonal de conejo, previamente optimizado en una infeccion natural en perro).
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RESULTADOS

Macroscopicamente, uno de los perros presentaba multiples nodulaciones en peritoneo y
nodulillos multifocales en bazo e higado, 6rganos que mostraban ademas aumento de tamano.
El otro presentaba lesiones semejantes en bazo y, ademas, hepatomegalia con presencia de
lineas blanquecinas irregulares de distribucion difusa.

Microscopicamente, en el primer perro las lesiones peritoneales correspondian con una intensa
peritonitis granulomatosa, con hepatitis y esplenitis granulomatosas. En el segundo perro, las
lesiones hepaticas correspondian con una severa hepatitis granulomatosa con abundantes
linfocitos, de localizacién principalmente portal, la cual se extendia por el parénquima uniendo
varios espacios porta. Asimismo, se observaban granulomas multifocales por el parénquima,
de distintos tamafos, aunque, en general, pequefos.

Mediante inmunohistoquimica, se detectd Leishmania en las lesiones, aunque en escasa
cantidad. El parasito aparecia asociado a macrofagos en zonas en las que el infiltrado de
linfocitos era mayor y la estructura de los granulomas estaba menos definida.

El estudio bioquimico reveld un aumento significativo de acidos biliares en el primer perro en
comparacién con el segundo, aparte en este ultimo se vio un ligero aumento de la GPT vy ligera
hipoalbuminemia. En cuanto a la serologia el segundo animal presenté un elevado titulo de
anticuerpos frente a Leishmania obtenido mediante IFI (1/320) en comparacion con el primero
que fue negativo. Por ultimo, la PCR resultd positiva en ambos animales, siendo el segundo
animal el que presenté mayor carga parasitaria.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En algunos perros infectados con Leishmania se han descrito lesiones atipicas 23 sin embargo,
no existe ninguna descripcién de peritonitis granulomatosa. Unicamente, se ha descrito un caso
de peritonitis esclerosante en un perro infectado por Leishmania, en el cual no pudo detectarse
el parasito en las lesiones, considerandose, finalmente, como un hallazgo circunstancial®.En
nuestro caso, debido a las condiciones experimentales y a los estudios histopatolégicos e
inmunohistoquimicos, los posibles diagndsticos diferenciales compatibles con estas lesiones
fueron descartados. Entre estos destacarian por mayor probabilidad tumores peritoneales,
como mesoteliomas o bien peritonitis cronicas de etiologias variadas.

Respecto a las lesiones hepaticas, microscépicamente se ha descrito con frecuencia la
presencia de granulomas hepaticos, sin embargo, no existen descripciones macroscépicas
asociadas a estos. El aspecto lesional observado en este perro podria confundirse claramente
con lesiones de hepatitis cronicas mas frecuentes en perros tales como hepatitis cronica
idiopatica o hepatitis por acumulo de hierro, o con ciertos tumores hepaticos, especialmente
linfomas.

La inmunohistoquimica permitié confirmar la presencia del parasito en las lesiones. La escasa
presencia de este es compatible con la intensidad de la reaccion granulomatosa, la cual suele
asociarse con una mayor capacidad de eliminacion del parésitos.

Leishmania se ha detectado en células tumorales de ciertas neoplasias, tanto en el perro como
en la especie humana sugiriéndose que en zonas endémicas deberia ser un diagndstico
diferencial®’. En ambos casos descritos en este estudio, las lesiones observadas
macroscopicamente podrian haber sugerido un tumor.
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En conclusién, aunque en perros infectados con Leishmania, tanto de forma natural como
experimental, se han descrito formas lesionales atipicas en diferentes 6rganos, hasta donde
nosotros conocemos nunca se han descrito lesiones macroscopicas en higado y peritoneo, que
podrian ser confundidas con patologias mas frecuentes.
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INTRODUCCION

Leishmania spp.es un protozo? flagelado, cuyo agente etiolégico Leishmania infantumes el
unico descrito en nuestro pais ', tratandose de un parasito endémico de la cuenca
Mediterranea.

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniosis canina son muy amplias e inespecificas,
jugando un papel muy importante la respuesta inmunitaria’. La enfermedad puede afectar a
numerosos organos Y sistemas, por lo que los signos clinicos que puede presentar un perro
enfermo seran multiples, caracterizandose por ser una enfermedad con diversas
presentaciones clinicas.

En este trabajo se describe el caso de un perro con sospecha clinica de una presentacion poco
frecuente de leishmaniosis. El hallazgo mas significativo fue la presencia de ascitis como
posible consecuencia de enfermedad hepatica asociada con L. infantum.

DESCRIPCION DEL CASO/S CLINICO/S

El paciente es un Bulldog francés, 3 afios de edad, macho sin esterilizar, correctamente
vacunado y desparasitado. Acudié a nuestro Hospital Veterinario con la siguiente anamnesis:
apatia, debilidad, anorexia, nauseas y distensién abdominal progresiva de 3 dias de evolucion.

Durante la exploracién fisica se observaron mucosas palidas e ictéricas, 5% de deshidratacion,
linfadenomegalia periférica, taquipnea, distensién abdominal y dolor a la palpacién del
abdomen. El resto de las constantes eran normales.

En base a la historia clinica y a los signos clinicos detectados, se establecié un diagndstico
diferencial que incluyd: torsién y/o dilatacion de estdmago, ascitis, hepatopatia crénica,
hepatomegalia, esplenomegalia, e hipertension portal (HTP).

Se planted el siguiente protocolo de pruebas: examen radiolégico, ecografia abdominal y
pruebas basicas de laboratorio (hemograma, perfil bioquimico y urianalisis).

En la radiografia de abdomen se observo pérdida de detalle abdominal compatible con
presencia de liquido libre. Los resultados de la ecografia: liquido libre abdominal,
esplenomegalia con alteracion de la ecotextura y presencia de nddulos de diferentes
ecogenicidades, engrosamiento de la pared de la vesicula biliar y zonas irregulares en la
capsula hepatica. No se observaron anormalidades en el flujo portal, ni otros signos
ecograficos que hiciesen sospechar de HTP. Resultado de la valoracion ecografica, se
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establecidé que el paciente podia padecer: ascitis, neoplasia esplénica/esplenitis/hiperplasia
nodular esplénica, hepatopatia, edema de pared de la vesicula biliar/colecistitis. En este
momento no se planted la puncidn esplénica ecoguiada debido a la trombocitopenia. Pero si se
realizé una toma ecoguiada de muestra del liquido abdominal para su analisis laboratorial.

Macroscopicamente el liquido presentaba un aspecto de color amarillo pajizo transparente sin
fibrina. El valor de las proteinas totales medida por el método rojo-pirogalol fue de 0.4g/dl.
Tanto en el examen microscopico como en el recuento celular por citometria de flujo no se
observo celularidad. Su analisis permitio clasificar el liquido ascitico como trasudado puro.

Las alteraciones en el perfil hematoldgico fueron la presencia de anemia no regenerativa
(hematocrito 15.1%, [37.3 — 61.7%]), normocrémica, normocitica, con leucopenia (4.15K/uL,
[5.05 — 16.76K/uL]), ademas de trombocitopenia (77K/uL, [148 — 484K/uL]).

Los parametros alterados en el perfil bioquimico fueron hipoalbuminemia (1.6g/dl, [2.3 —
4.0g/dl]), hiperglobulinemia (4.7g/dl, [2.5 — 4.5g/dl]), elevacién de los enzimas alanina-
aminotransferasa (ALT 342U/L, [10 — 125U/L]), fosfatasa alcalina (ALKP 1707U/L, [23 —
212U/L]) y bilirrubina total (2.0mg/dI, [0.0 — 0.9mg/dl]). El hallazgo mas significativo en el
urianalisis fue la presencia de bilirrubinuria.

Los datos laboratoriales observados (hiperglobulinemia, hipoalbuminemia y

pancitopenia) dirigieron el diagndstico hacia las enfermedades de transmision vectorial mas
prevalentes en nuestro territorio: Leishmania infantum, Ehrlichia canis, Dirofilaria

immitisy Anaplasma platys. Se realiz6 un cribado inicial mediante una prueba rapida de
inmunocromatografia, siendo unicamente positiva para L. infantum. Se enviaron muestras de
sangre para diagndstico molecular (E. canis, A. platys) y suero para la realizacion de pruebas
seroldgicas cuantitativas (L. infantum, E. canis, A. platysy D. immitis) y proteinograma del
suero.

Los resultados de las pruebas moleculares fueron negativos a los patdgenos evaluados,
mientras que las pruebas serolégicas cuantitativas solamente detectaron elevados niveles de
anticuerpos anti-Leishmania infantum. El proteinograma se correspondia con una gammapatia
de tipo policlonal.

En cuanto al liquido ascitico la PCR fue negativa a L. infantum, pero la serologia cuantitativa
detecto niveles elevados de anticuerpos anti-Leishmania infantum, con una electroforesis de
proteinas similar a la del suero.

El diagndstico de leishmaniosis se realizé en base a la presencia de signos clinicos,

alteraciones de laboratorio y prueba de confirmacién seroldgica cuantitativa positiva (niveles
.z e .z P 2

altos), correspondiéndose a una clasificacion clinica 2a“.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Nos encontramos ante un caso de presentacion clinica atipica de leishmaniosis. El paciente
presentaba pancitopenia, que, aunque es una alteracion hematoldgica grave poco frecuente,
ha sido descrita en otros casos>”. Las analiticas ademas de orientarnos hacia una posible
enfermedad vectorial, también nos hicieron sospechar de: posible enfermedad hepatobiliar,
hepatopatia y neoplasia.

En nuestro paciente, sospechamos de la posible asociacion entre leishmaniosis canina y
hepatopatia con signos clinicos de ascitis e ictericia, manifestaciones clinicas que no son
frecuentes en perros con leishmaniosis®®. El fallo hepatobiliar por L. infantumse ha
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documentado experimentalmente y en perros naturalmente infectados, observandose

alteraciones laboratoriales asociadas a lesion hepética y cambios histopatolégicos en el
: 5,6

higado™".

La efusion peritoneal es un hallazgo clinico muy poco habitual en leishmaniosis canina’. Solo
hemos encontrado descritos 6 casos, de los cuales solo en 3 se detecto el parasito en el fluido
mediante citologl'a7’8'9. En 2 de los 6 casos, el liquido abdominal fue clasificado como trasudado
puro debido a un fallo hepatico cronico’®.La patogenia de las ascitis como consecuencia de la
leishmaniosis no esta claramente descrita’. Nuestra principal sospecha en este caso es que la
ascitis fue consecuencia de la afeccion hepatica que presentaba el paciente. Por otra parte, el
perro respondié favorablemente al tratamiento instaurado (antimoniato de meglumina 50 mg/kg
cada 12 horas durante 30 dias y alopurinol 15 mg/kg cada 12 horas durante 6-12 meses),
desapareciendo por completo la ascitis a los 15 dias de iniciarlo.

A pesar del resultado negativo para L. infantum en la PCR del liquido ascitico,la deteccion de
niveles elevados de anticuerpos en la prueba serolégica cuantitativa adaptada a dicho
liquido nos permitié establecer una relacion entre la ascitis y la leishmaniosis, que junto a la
gammapatia policlonal compatible en el proteinograma, nos ayudé en nuestra sospecha
diagndstica. Confirmamos que la muestra ascitica no sufrié ni contaminacion ni difusion en la
extraccion.

En casos atipicos, la combinacién de la serologia junto a la PCR, puede ser de interés para el
veterinario, que debera valorar qué muestras son las adecuadas para el diagndstico de la
infeccion.
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