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RESUMEN

E! presente trabajo de investigacién se llevd a cabo en la ciudad de Chimbote -
Peru, tuvo como objetivo determinar la frecuencia de presentacion de caninos e
positivos a Ehrlichia canis segun edad y sexo en animales residentes en la
zona, diagnosticados mediante una prueba comercial inmunocromatogréfica,
la misma que se realizé en la Clinica Veterinaria Mi Mascota. Para el efecto se
sometieron a la prueba experimental 30 perros de ambos sexos, procedentes
de diferentes Clinicas Veterinarias de la ciudad, los mismos que fueron
clasificados en tres grupos de edad: de 0 a 2, de 2 a4y mayores de 4 afos.
Para la realizacidon del test se utilizé sangre entera y sé procedid segun las
normas establecidas por el fabricante, los resultados se registraron como
positivos o negativos, de las 30 pruebas realizadas; 7 fueron positivas ( 23,3%)
y 23 negativas (76,4 %), asimismo segun el sexo, se encontr6 5 machos
positivos (27,8%) y 13 negativos (72,2%); en cuanto a hembras 2 fueron
positivas (16,7%) y 10 negativas (83,3%), finalmente en lo que respecta a
edad, de 0 a 2 afios, 2 animales resultaron positivos (20%) y 8 negativos
(80%), de 2 a 4 afos, se encontrd 1 positivo (10%) y 9 negativos (90%); y en el
grupo de mayores de 4 anos, 4 fueron positivos (40%) y 6 negativos (60%).
Bajo las condiciones del presente trabajo de investigacion se puede concluir
gue el agente causal de la Ehrlichiosis canina estd afectando la poblacion de

canes residentes en la ciudad de Chimbote.



ABSTRACT

Present the work of investigation one took an end in Chimbote's city - Peru, the
frequency of presentation had as aim determine of canine and positive an
Ehrlichia canis according to age and sex in residents of animals in the zone,
diagnosed by means of a test inmunocromatografica commercial, the same one
that carried out in the Veterinary Clinic My Pet. Paragraph effect there
submitted one the test 30 experimental dogs of both sexes, proceeding from
different Veterinary Clinics of the city, the same ones that were classified under
three groups of age: of O the 2, of 2 4 mayors and of 4 years. The paragraph the
accomplishment of the prueba was in use entire blood and one proceeded
according to the procedure established by manufacturer-, the resuits registered
as positives it or negatives, of 30 realized tests; 7 were positive (23,3 %) and 23
denials (76,4 %), likewise according to sex-, one found 5 positive males (27,8
%) and 13 negatives (72,2 %); in all that a hembras 2 were positive (16,7 %)
and 10 denials (83,3 %), finally in what concerns an edad, of 0 2 years, 2
animals turned out to be positive (20 %) and 8 negatives (80 %), of 2 4 years,
there was 1 (10 %) positive and 9 negatives (90 %); and group in that of 4;year—
old mayors, 4 were positive (40 %) and 6 negatives (60 %). Under the
conditions of the present work of investigation it is possible to conclude that the
causal agent of the canine Ehrlichiosis is affecting the population of residents of

canes in Chimbote's city.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La ehrlichiosis canina es una enfermedad inmunodepresiva de los caninos
domésticos y silvestres, tiene una distribucidn mundial. Es también llamada
‘enfermedad del perro rastreador”, “pancitopenia canina tropical’, “fiebre canina
hemorragica’, y “tifus canina’(Frisby, 1997). Esta enfermedad es producida por
una rickettsia, la Ehrlichia canis, microrganismo gram negativo, pleomérfico,
que infecta a los monocitos circulantes dentro de su citoplasma en agregados
denominados ‘mérulas’. E. canis es transmitida por la garrapata marrén del
perro, el Rhipicephalus sanguineus, la cual ocurre en forma transestadial, pero
no transovarica (Waner y Harrus, 2000). La infeccion dentro del animal se
disemina via sanguinea o linfatica dentro de las células mononucleares
infectadas, llegando a otros sistemas organicos (Tesouro y Sainz, 1993). La
mayoria de casos se presenta en areas endémicas durante los meses de
primavera y verano, cuando la poblacién de garrapatas es mas activa. Como la
trasmision de la ehrlichiosis es mecanica y no bioldgica, las transfusiones de
sangre infectada pueden ocasionar altas tasas de infeccion (Waner yHarrus,
2000). La garrapata marrén del perro, R. sanguineus, tiene una alta prevalencia
en el Peru (Liberato, 1998; Bustamante, 1998; Estares, 1999); sin embargo, no
existen reportes sobre la presencia de la E. canis en la ciudad de Chimbote, lo
que motiva el presente trabajo de investigacion, a fin de determinar Ila
frecuencia de presentacién de caninos seropositivos a E. canis utilizando una

prueba inmucromatografica.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de presentacion de caninos serolégicamente positivos
a Ehrlichia canis en canes residentes en la ciudad de Chimbote, diagnosticados
mediante una prueba inmunocromatografica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la frecuencia de presentacion para Ehrlichia canis en caninos
residentes en la ciudad de Chimbote segun edad.

2.- Determinar la frecuencia de presentacion para Ehrlichia canis en caninos
residentes en la ciudad de Chimbote segun sexo.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

En el estado de Zulia en Venezuela se reporta un 83.6% de casos positivos a

Ehrlichia canis en frotices sanguineos coloreados (Arraga, 1992).

En Minas Gerais, Brasil se ha reportado un 16% de ehrlichiosis (Moreiraet al.,
2002).

Se obtuvo una seroprevalencia del 16.5 % + 6.2 en 140 caninos muestreados y
analizados mediante el método de ELISA, en 3 distritos de Lima (La Molina,
Chorrillos y San Juan de Miraflores) (Adrianzen, et al., 2003).

En la ciudad de Cali, Colombia, de 101 pruebas de un test comercial de ELISA
realizadas en sangre de caninos enviadas para analisis diagnéstico especifico
de Ehrlichia canis, el 49,5% resultaron positivas y el 50,5% de ellas resultaron
negativas, de todos los animales evaluados, el 61,4% fueron machos (62) y el
38,6% fueron hembras (39), presentando positividad el 34,7% de los machos y
el 14,8% de las hembras. En el presente estudio se encontré que aunque se
presentaron animales seropositivos en todos los grupos etarios, el grupo
correspondiente é los perros en edad adulta fue el mas afectado, debido
posiblemente a que representaron la mayor cantidad de perros del reporte (60
animales), con relacién al numero de cachorros (15 animales) y seniles (26
animales) (Silva, et al., 2008).

Se tomaron muestras sanguineas a 27 caninos de una Comunidad del
Municipio de Lebn, Nicaragua y se les realizd un ensayo
inmunocromatografico, detectandose un 63% de casos positivos a Ehrlichia

canis (Rivas, et al. 2010).



En la ciudad de Lazaro Cardenas, Estado de Michoacan, México, se tomaron
muestras de sangre a 50 caninos, saliendo positivos a Ehriichia canis, 32 de
ellos, lo que totalizd un 64% de positivos, de los cuales 33 fueron hembras con
un 42 2% de positivas y 17 restantes fueron machos, con un 21,8 de positivos;
iguaimente el 41% de los caninos positivos estuvieron en el rango de edad de 4
a 7 afios (Romero, et al. 2011). |

En la ciudad de Cuenca — Ecuador, se tomaron 560 muestras de sangre de
caninos con la finalidad de encontrar la prevalencia e identificacion de
hemoparasitos, para lo cual se utilizd el método del frotis periférico directo con
tincibn de giemsa, encontrandose que en lo referente a Ehrlichiacanis46
animales fueron positivos (8,.21%) y 514 negativos (91,8%), en cuanto a sexo,
de 303 machos muestreados, 23 fueron positivos (7,6%) y 280 negativos
(92,4%), de 257 hembras, 13 resultaron positivas (5,1%) y 244 negativas
(94,9%). En lo referente a edad, sin considerar sexo, de 97 caninos
muestreados menores de 1 ano, 6 fueron positivos (0,01%) y 91 negativos
(99,.99%), de 345 canidos de entre 1 a 5 arios, 24 salieron positivos (7%) y 321
negativos; finalmente de 118 perros mayores de 5 afos, se encontraron 6

positivos (5%) y 112 negativos (95%) (Dominguez, 2011).

No existe predileccién de edad ni sexo para la enfermedad de Ehrlichosis
(Nyindo, et al., 1991; Sainz, et al., 2000).

ETIOLOGIA

Los microorganismos del género Ehrlichia son considerados como parasitos -
intracelulares obligados los cuales producen ehrlichiosis monocitica canina.
Esta pequena bacteria gram negativa cocoide pleomorfica se presenta en
forma intracitoplasmica en grupos de organismos llamados mérulas. (Dumler,
2001) Se han identificado tres miembros del grupo; E. canis, E. chaffensis y E.

ruminantium las cuales infectan a los monocitos de los perros.
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E.canis

E.canis fue identificado por primera vez en 1935. (Donatein, et al. 1937). En
1991, se descubrié una nueva especie del género Ehrlichia, E. chaffensis, la
cual ocasiona la ehrlichiosis monocitotrépica humana.

E. canis tiene una distribucion mundial, asi, puede ser encontrada en Asia,
Africa, Europa y América. El Reino Unido y Oceania parecen no presentar la

infeccion por E. canis (Jittapalapong, et al.1993; Martin, et al. 2000).

Se considera que el zorro, el perro y el chacal, ademas del perro domeéstico,
son huéspedes reservorio. El vector artropodo de E. canis es la garrapata
Rhipicephalus sanguineus. Esta garrapata de un huésped prefiere alimentarse
de perros en las tres etapas del ciclo vital, se tiene también evidencia de
transmisidén de la infeccidn por Dermacentor variabilis, la garrapata americana
del perro. (Johnson, et al. 1998).

La transmisidn es transestadial, como no ocurre propagacion transovarica, el
vector garrapata, no puede ser reservorio verdadero. Las garrapatas adquieren
E. canis bajo la forma de larvas o ninfas al alimentarse de perros infectados
con rickettsias. Las garrapatas transmiten la infecciéon a caninos susceptibles

durante por lo menos 155 dias después de la infeccién. (Groves, et al. 1975).

PATOGENESIS

Ehrlichia canis es transmitida por la garrapata marrén del perro Rhipicephalus
sanguineus. Recientemente también se demostré que es experimentalmente
transmitida por la garrapata Dermacentor variabilis. La transmisién en la
garrapata Rhipicephalus sanguineus ocurre entre estados de desarrollo y no
transovaricamente. Se ha demostrado que las larvas y las ninfas se infectan al
alimentarse de perros con enfermedad aguda. La reciente demostracién del
ADN de Ehrlichia en la sangre de perros infectados persistentemente,
clinicamente sanos, 34 meses después de la infeccidén experimental, sugiere
que los perros en estadio subclinico también pueden ser una fuente de
infeccién. En la garrapata la Ehrlichia se disemina desde el intestino a las
glandulas salivares a través de las células sanguineas. Al alimentarse, las
garrapatas inyectan en el lugar, las secreciones de las glandulas salivares

contaminadas con Ehrlichia canis. Los tres estados (larva, ninfa y adulto), son
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capaces de transmitir la enfermedad. Se ha demostrado que las garrapatas
pueden sobrevivir como adultos 155 a 568 dias sin alimentarse y transmitir la
infeccion por 155 dias después de infectarse. Este fendmeno permite é las
garrapatas sobrevivir durante el invierno e infectar a los huéspedes en la

primavera siguiente.

Las garrapatas son mas abundantes durante las estaciones calidas, y la
mayoria de los casos agudos de EMC ocurren durante esos periodos. Como la
transmisiébn de Ehrlichia es mecanica y no bioldgica, las transfusiones de
sangre infectada pueden también transmitir la ricketsia (Troy, G. y Forrester, S.
1990).

Como en otras infecciones una variedad de factores, incluido el tamarfio del
inoculo de E. canis, pueden influir en el curso y el resultado de la infeccion. La
gravedad de la enfermedad es mayor con ciertas cepas del organismo. Un
andlisis de inmunotransferencia de respuesta de Ig G a E. canis ha mostrado
que puede existir diversidad antigénica entre organismos de E. canis de
distintas partes del mundo y ha sugerido que este hecho puede afectar la
gravedad de la enfermedad. (Neer, 1995). La enfermedad concomitante con
otros parasitos transmitidos por garrapatas u otros patdégenos puede afectar
también la gravedad y las manifestaciones de la enfermedad. Es posible que
los animales inmunodeficientes desarrollen manifestaciones mas graves y es
mas probable que muestren gran cantidad de morulas circulantes. No existe
predileccidn de edad ni sexo en la ehrlichosis canina, sin embargo, parece que
los Pastores alemanes son més susceptibles que otras razas. La enferrhedad
en esta raza es mas grave y presenta un pronéstico menos favorable que en
otras (Nyindo, et al. 1991).

Puede haber propagacién iatrogénica con transfusiones de sangre de donantes
infectados. Durante el periodo de incubacién, el cual es de 8 a 20 dias, los
organismos se multiplican en los macréfagos y el sistema fagocitico
mononuclear, mediante fisidén binaria y se propagan por todo el organismo. El
curso de la ehrlichiosis se ha divido en tres fases, aguda, subclinica y crénica

sobre la base de los signos clinicos y anormalidades clinico patolégicas

12



despues de la inoculacion experimental. La fase aguda dura entre 2 a 4
semanas, durante la cual se puede observar signos como fiebre, descarga
oculonasal, anorexia y depresion; petequias, equimosis, linfadenomegalia y

esplenomegalia.

Las anormalidades tipicas de laboratorio en esta fase incluyen trombocitopenia,

leucopenia y anemias leves.

La mayoria de los caninos se recupera de la enfermedad aguda con
tratamiento adecuado. Es posible que los caninos no tratados o mal tratados,
ingresen a la fase subclinica, durante esta fase, el canino se normaliza y la
pirexia se resuelve. Desde el punto de vista clinico, los animales se ven
saludables; sin embargo es posible que los recuentos de plaquetas
permanezcan en niveles inferiores a los rangos de referencia (Waner, et al.
1999; Waner et al. 1996). Los perros que se encuentren dentro de la fase
subclinica pueden ser portadores persistentes (Harrus, et al. 1998). Infecciones
experimentales indican que es probable que el bazo aloje organismos de E.
canis durante la fase sub clinica de la enfermedad. Caninos a los que se les
realizd esplenectomia y fueron infectados de forma experimental con E. canis
mostraron enfermedad clinica leve en comparacion con los no

esplenectomisados (Harrus, et al. 1998).

La fase crbnica, en su forma grave, se caracteriza por reduccién en la
produccion de elementos sanguineos por parte de la médula ésea,
ocasionando pancitopenia. El pronéstico de esta forma es grave, el canino
puede sucumbir por infecciones secundarias o hemorragias incontrolables, o
ambas. La doxiciclina restaura la capacidad fagocitica del huésped, es
probable que lo haga mediante la inhibicién de la sintesis de una proteina

bacteriana que retrasa la fusion (Weiser, et al. 1991).

Entre 4 a 7 dias después de la infeccion, aparecen Ig M e Ig A; en general la

IgG aumenta desde los 15 dias posteriores a la infeccion. (Waner, et al. 1997).
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Los titulos altos de anticuerpos a E. canis no proporcionan proteccién cuando

se desafia a los animales (Barnwell, et al. 1994; Ristic, et al. 1988).

Cada vez mayor cantidad de evidencia confirma la suposicion de que los
mecanismos hiperinmunes estan involucrados en la patogénesis de la
ehrlichosis.

Estos incluyen infiltracién generalizada de células plasmaticas de la meédula
osea y el parénquima de los érganos, aparicidn de hipergammaglobulinemia
policlonal que no se correlaciona con titulos especificos de anticuerpos a E.
canis, resultados positivos de pruebas de autoaglutinacion y Coombs,
conducen a pensar que existe una induccién de produccion de anticuerpos
antiplaquetarios después de la infeccidon natural y experimental (Grindem, et al.
1999; Harrus, et al. 2001; Harrus, et al. 1999).

Ocurre trombocitopenia, la anormalidad hematoldégica mas comun de perros
infectados por E. canis, en todas las fases de la enfermedad. (Gaunt, et al.
1996; Harrus, et al. 1999).

La disminucion de la produccion de plaquetas, ocurre como resultado de una
medula Osea hipoplasica, este hecho contribuye a las hemorragias que se

observan (Harrus, et al. 1999).

CUADRO CLINICO
La ehrlichiosis canina es un trastorno multisistémico; en la actualidad, se sabe

que lo provoca una variedad de especies de ehrlichia.

Signos multisistémicos

Comunmente se observa depresién, letargia, leve pérdida de peso y anorexia,
con o sin tendencias hemorragicas. Si se presenta hemorragia, ésta ocurre por
petequias dérmicas o equimosis, o ambas. Es frecuente l|a epistaxis, al
examen clinico se puede encontrar linfadenomegalia y esplenomegalia en un

20y 25 % de los paciente, respectivamente (Woody, 1985).
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Signos Oculares

Es posible que los caninos muestren cambios en el color o la apariencia de los
ojos o desarrolien ceguera. Los hallazgos mas comunes son uveitis anterior y
enfermedad retinal, como corioretinitis, papiledema, hemorragia retinal,
infiltrados perivasculares retinales y desprendimiento de retina bulloso, y

pueden dar como resultado ceguera aguda (Gould, et al. 2000).

Signos neuromusculares

Los signos neurologicos de ehrlichiosis son principalmente el resultado de
meningitis por inflamacién o hemorragias, o ambas (Maretzki, et al. 1994; Troy,
et al. 1990).

Se han observado convulsiones, estupor, ataxia con disfuncidén vestibular
periférica o central aguda, temblores e hiperestesia generalizada o localizada.
Se han encontrado moérulas en células de liquido cefalorraquideo (LCR) en

algunos casos (Maretzki, et al. 1994).

Poliartritis

Es posible que los perros con ehrlichiosis desarrollen cojera con andar
endurecido en forma secundaria a poliartropatia. Puede producirse enfermedad
de las articulaciones por hemartrosis o0 deposicidon de complejo inmune con
artritis como resultado y efusidn neutrofilica en la articulacion. Se ha asociado
la mayoria de los casos de poliatritis con infeccibn por cepas
granulocitotropicas (Cowell, et al. 1988; Stith, et al.1996; Stockham, et al.
1992).

DIAGNOSTICO

En general, el diagnodstico de la ehrlichiosis se basa en una combinaciéon de
signos clinicos, anormalidades hematoldgicas, trombocitopenias y hallazgos
serolégicos. En la actualidad, se utilizan en mayor medida las técnicas de PCR

e inmunotransferencia.
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Hallazgos de laboratorio clinico

Los cambios hematolégicos estan mejor documentados en infecciones por E.
canis e incluyen trombocitopenia (82%), anemia (82%), la que, en general, es
no regenerativa, y leucopenia (32% de la cual el 20% presentaba neutropenia)
(Troy, et al.1990; von Stedingk, et al. 1997).

En general, la pancitopenia es el resultado de la hipoplasia de las células
precursoras de la médula dsea, ocurre en la fase crénica grave (18% de los
casos) y, con mayor frecuencia, en los perros Pastores alemanes (Woody BJ.
1985).

Se ha informado trombocitopenia en forma consistente en todas las etapas de
la infeccion por E. canis, como muchas veces es una prueba de chequeo de
ehrlichiosis, es posible que esta proporcion sea exagerada (Bulla, et al. 2004).

Las anormalidades quimicas de suero mas frecuentes han incluido
hiperproteinemia (33%), hiperglobulinemia (39%), hipoalbuminemia (43%), y
actividades elevadas de alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina
(FA) (43 y 31 % respectivamente) (Neer, 1995). La hiperproteinemia es el
resultado de niveles elevados de globulina, pero no existe ninguna correlaciéon

directa entre los niveles de globulinas séricas y anticuerpos séricos a E. canis.

Citologia

Puede realizarse un diagnéstico definitivo de enfermedad por ehrlichia
mediante una demostracion de presencia de mérulas en los leucocitos en frotis
de sangre o aspirados de tejidos como el bazo, el pulmén o el ganglio linfatico.
Resulta dificil y lleva tiempo encontrar mérulas, pero esto puede optimizarse
mediante la realizacidn de frotis de la cepa leucocitica o0 examen de frotis
delgados de sangre realizados a partir del lecho capilar periférico del margen
de la oreja. Pueden visualizarse morulas dentro de los monocitos presentes en
frotis de sangre periférica o liquido sinovial (0 ambos) o0, en pocas ocasiones,
en LCR. Los estudios citologicos de sangre periférica, capa leucocitica,
aspirados de ganglio linfatico, aspirados de médula dsea y cultivo a corto plazo
de especimenes de sangre mostraron mayor sensibilidad en la deteccion de
organismos en capa leucocitica y aspirados de ganglio linfatico (Murphy, et al.
1998).
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Pruebas seroldgicas

Un diagnostico de ehrlichiosis se basa en general en resultados positivos de
pruebas indirectas. Esta prueba detecta anticuerpos séricos incluso 7 dias
después de la infeccidn inicial, a pesar de que es posible que algunos de los
perros se tornen seropositivos hasta 28 dias después de que comienzé la
infeccion. Por lo tanto, es posible que un perro esté infectado en forma aguda y

no presente titulo demostrable de anticuerpos séricos.

Cuando los resultados de titulo de anticuerpo a E. canis son negativos, se
recomienda un examen de seguimiento de 2 a 3 semanas o pruebas séricas en
busca de otros agentes. Los niveles de anticuerpos séricos en perros no
tratados llegan a su punto maximo a los 80 dias posteriores a la infeccion.
Durante los primeros 7 dias después de la infeccion, el titulo esta formado por
Ig A elg My, para los 20 dias, la mayor parte es Ig G. La mayoria de los
laboratorios miden este anticuerpo. La metodologia y los informes difieren entre
los laboratorios; por lo tanto, no se llegdé a un consenso sobre el nivel absoluto
de reactividad. En general, se considera que un titulo de Ig G de 1:80 o mayor
es evidencia de infeccion o exposicidbn 0 ambos, aunque es posible que este

hallazgo varie segun los métodos de cada laboratorio (Hoskins, et al. 1988).

Después del tratamiento en la mayoria de los perros, el titulo declina de
manera progresiva y se torna negativo en general de 6 a 9 meses. Es posible
que algunos se tornen asintomaticos luego del tratamiento, pero siguen
reteniendo titulos muy altos a E. canis durante afos (Bartsch, et al. 1996;
Pérez, et al. 1996).

En teoria el tratamiento indiscriminado de todos los animales seropositivos
puede conducir a resistencia futura de estos organismos a las tetraciclinas; sin
embargo, hasta el momento no se ha informado de este tipo de resistencia.
(Greene, 2008)

Deteccion del acido nucléico
Se ha demostrado que la PCR es un método sensible para detectar infeccion

aguda experimental por E. canis en caninos. Con frecuencia dentro de los 4 a
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10 dias posinoculacion y antes de que ocurra seroconversion. No resulta clara
la sensibilidad de la PCR de sangre en el canino infectado en forma natural.
Las dificultades en la extraccion del organismo, los problemas inherentes a la
técnica y la seleccion inapropiada de la muestra provocan resultados falsos

negativos.

La razon principal de que ocurran resultados falsos negativos es la
amplificacion no especifica o la contaminacién de las muestras durante su
manejo o durante la realizacion de las pruebas (Engvall, et al. 1996; McBride,
et al. 2001). |

INMUNOCROMATOGRAFIA

La inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra a través de
una membrana de nitrocelulosa. La muestra es anadida en la zona del
conjugado, el cual esta formado por un anticuerpo especifico contra uno de los
epitopos del antigeno a detectar y un reactivo de deteccién. Si la muestra
contiene el antigeno problema, éste se unird al conjugado formando un
complejo inmune y migrara a través de la membrana de nitrocelulosa. Sino,

migraran el conjugado y la muestra sin unirse.

La zona de captura esta formada por un segundo anticuerpo especifico contra
otro epitopo del antigeno. Al llegar la muestra a esta zona, los complejos
formados por la union del antigeno y conjugado quedaran retenidos y la linea
se coloreara (muestras positivas). En el caso contrario las muestras son

negativas.

La zona control esta formada por un tercer anticuerpo que reconoce al reactivo
de deteccién. Cuando el resto de muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se
unira al conjugado libre que no ha quedado retenido en la zona de captura.
Esta linea es un control de que el ensayo ha funcionado bien, porque se

colorea siempre, con muestras positivas y negativas (Pita y Pértegas, 2003).

Un test diagndstico debe tener un alto porcentaje de sensibilidad y

especificidad para ser confiable.
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Sensibilidad
Es la capacidad del test para detectar a los verdaderos positivos (enfermos).

144
VP+ AN

Sensibilidhd =

Especificidad
Es la capacidad del test para detectar a los verdaderos negativos (sanos)

VN

Especificidad =
pecif ¥ + FF

VP = numero de positivos verdaderos
FN = numero de falsos negativos

VN = numero de verdaderos negativos
FP = numero de falsos positivos

(Pita y Pértegas, 2003).

HALLAZGOS PATOLOGICOS

Las hallazgos patologicos de perros infectados por E. canis incluyen
hemorragias petequiales y equimoéticas en la superficie de las mucosas vy
serosas de la mayoria de los érganos incluso de la cavidad nasal, el pulmon, el
rifidn, la vejiga urinaria, el tracto gastrointestinal (Gl) y el tejido subcutaneo. Se
presenta linfadenomegalia, esplenomegalia y hepatomegalia generalizadas con
mayor frecuencia durante la fase aguda (De Castro, et al. 2004; Greene, et
al.1984). Es posible que todos los ganglios linfaticos estén agrandados y
muestren una decoloracion amarronada. Un hallazgo adicional en casos
cronicos es emaciacion con pérdida de condicion corporal general. La médula
Osea es hipercelular y muestra un color rojo en la fase aguda, aunque con la
enfermedad crdnica se torna hipoplasica y muestra un color palido por
decoloracién grasa. Uno de los hallazgos histopatoldgicos méas caracteristicos
es un infiltrado de células plasmatica perivascular en gran cantidad de érganos
incluidos los pulmonés, el cerebro, las meninges, los rifiones, los ganglios
linfaticos, la médula 6sea, el bazo y a veces la piel o mucosa. Parece que el
grado de infiltrados de célula plasmatica y linfoide aumenta en los caninos

afectados de forma cronica (Lockhart, et al. 1997).
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Resulta dificil detectar de forma histolégica los organismos de ehrlichia en
tejidos fijados en formalina o solucidon de Bouin. Con poca frecuencia se
observan mérulas en células fagociticas mononucleares en tejidos coloreados
con hematoxilina y eosina. (Greene, et al.1984). Es posible que la dificultad
para encontrar organismos en forma histoldgica explique la razdn por la cual no

se diagnostica con frecuencia la enfermedad en la necropsia.

En el SNC se observa una meningoencefalitis no supurativa multifocal que
involucra el tronco encefélico, el cerebro medio y la corteza cerebral. La
mayoria de las lesiones se ubican en direccion ventral en el tronco encefalico y
alrededor de la materia blanca y gris periventricular (Trapp, et al. 2002).

En la necropsia se presentan lesiones meningeas microscopicas en casi todos
los perros aunque algunos muestran signos clinicos de meningitis.

Se ha informado que los signos clinicos involucran casi toda la estructura del
ojo, estos incluyen conjuntivitis, petequias o equimosis en la conjuntiva o iris,
edema corneal, uveitis e hiperemia. También es posible que ocurra hemorragia

subretinal y desprendimiento retiniano (Pancholi, et al.1995).
TRATAMIENTO

Farmacoterapia especifica

Los agentes antirrickettsias y los cuidados de apoyo forman el tratamiento para
la ehrlichiosis canina. Los farmacos eficaces han incluido tetraciclinas,
cloranfenicol, diprionato de imidocarb y amicarbalida. En general cuanto antes
se comience el tratamiento durante el proceso de enfermedad, mas favorable
seran el prondstico y el resultado, porque resulta dificil tratar a los perros en
fase cronica grave (Murphy,et al. 1998). Es posible que en estos perros sea
dificil resolver los cambios inflamatorios multisistémicos y la mielosupresion.

En el pasado se consideraba que los mejores farmacos iniciales eran la
tetraciclina y oxitetraciclina, y aun funcionan correctamente, aunque en la
actualidad se utilizan con mayor frecuencia la doxiciclina y la minociclina. Estas
ultimas son tetraciclinas semisintéticas y solubles en lipidos que se absorben
con facilidad para provocar concentraciones altas en sangre, tejido e

intracelulares. Como es posible que las ehrlichias persistan en forma
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intracelular, es importante la penetracion del farmaco en la célula para eliminar
la infeccién. Por lo tanto, pueden administrarse tetraciclinas solubles en lipidos
por un periodo mas corto y a dosis mas bajas que las tetraciclinas sin dejar de
ser eficaces. El periodo de tratamiento sugerido con doxiciclina es de 7 a 10
dias, aunque un estudio encontré que la doxiciclina (10mg/kg por dia) durante 7
dias no resultd eficaz para eliminar la infeccidén por E. canis inducida en forma

experimental a partir de 3 a 5 perros (Mc Bride, et al. 2001).

El imidocarb, es un farmaco antiprotozoo, ha resultado exitoso para tratar
infecciones resistentes a E. canis. (Matthewman, et al. 1993) Este farmaco
persiste en los tejidos hasta 1 mes inclusive después de una dosis. Cuando se
administré imidocarb como inyeccion IM Unica, el 83.9% de los perros con

ehrlichiosis se recuperé.

Ademas del tratamiento antimicrobiano, quizas se justifique la fluidoterapia de
apoyo para la deshidratacidén o las transfusiones sanguineas si el perro se

encuentra gravemente anémico (Aroch, et al. 2001).

El tratamiento a corto plazo (2 a 7 dias) con dosis inmunosupresoras de
glucocorticoides (2mg/kg de prednisona) puede resultar beneficioso durante la
etapa temprana del periodo de tratamiento, cuando se presenta
trombocitopenia grave o que constituye un riesgo para la vida. Un mecanismo
mediado por respuesta inmune es responsable, en parte de la trombocitopenia

y la disminucion de la funcion plaquetaria.

Es posible que los glucocorticoides resulten utiles en el tratamiento de otras
condiciones mediadas por respuesta inmune asociadas con ehrlichiosis, como
poliartritis, vasculitis y meningitis. En un estudio con meningitis secundaria a
ehrlichiosis granulocitotrdpica, se necesitaron glucocorticoides ademas de

doxiciclina antes de lograr |a resolucién clinica de los signos. (Greene, 2008).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacidn se realizd en la Clinica Veterinaria Mi
Mascota en la ciudad de Chimbote, cuyas caracteristicas geogréficas y

meteoroldgicas son:

ALTITUD :4m.s.n.m.
LATITUD :09°04' 15" S
LONGITUD :78°35 27" W
PRECIPITACION PLUVIAL : 40 mm (promedio anual)
HUMEDAD RELATIVA : Min.72% Max.92%
TEMPERATURA : Min 14°C Max.32°C
SUPERFICIE - 1461,44 Km2

Fuente: servicio nacional de meteorologia e hidrologia (SENAMHI)
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3.2MATERIALES:

A. Material biologico:

- Se utilizaron 30 caninos, los que se dividieron en tres grupos
conformados por 10 caninos cada uno y cuyas edades estuvieron entre:

a.- 0a?2anos
b.- 2.1 a4 anos
c.- 4.1 amas

B. Kit de ensayo (para 10 pruebas).
1 Prueba : 10 unidades
2 Soluciéon diluyente : 2 mi
3 Pipetas Pasteur . 10 unidades

C. MATERIAL DE CONSULTORIO
e Mandil o chaqueta |
e Estetoscopio.
o Guantes quirdrgicos
e Agujas hipodérmicas
e Jeringas hipodérmicas.
¢ Mesa de examen clinico
e Fichas de datos
o Algoddn
e Alcohol

¢ Tubos con anticoagulante

3.3METODOLOGIA:
1. Seleccién de caninos
Se seleccionaron 30 caninos, de diferente sexo y edad, segun lo descrito bajo
material bioldgico. Los animales procedieron de la Clinica Veterinaria Mi
Mascota y de las demas Clinicas Veterinarias de la ciudad de Chimbote y

fueron escogidos al azar.
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2. Toma de Muestra de Sangre

Para la realizaciéon de la prueba inmunocromatografica comercial se extrajo
aproximadamente 10 cc de sangre de cada canino en experimentacion, para lo
cual se desinfectara con algodon y alcohol la zona en donde se encuentra la
vena cefalica y se procedié a su puncion. La sangre fue colectada en tubos de
vidrio conteniendo anticoagulante y fue llevada al lugar en donde se efectuo la

prueba.

3. Realizacién de la Prueba
Principio

Se utilizé el kit de prueba E. canis Ab, el cual se fundamenta en el principio de
la inmunocromatografia y esta disefiado para detectar anticuerpos de Ehrlichia
canis en sangre, suero o plasma. Los resultados de la prueba aparecen en las
lineas de control (C) y de prueba (T). El test tiene una sensibilidad del 97.6% y
una especificidad del 99%.

Composicion

El dispositivo para realizar la prueba posee, la ventana de dispensacién de
muestra (S) para el cuentagotas, la linea de prueba (T) y la linea de control (C),
los cuales se encuentran identificados en el dispositivo. En su interior, la tira se
compone de la esponja de muestra, la esponja combinada, la membrana de
nitrocelulosa (papel de prueba) y la esponja absorbente.

Procedimiento de la prueba

a) Cuando la muestra y el kit de prueba se almacenen en frio (2 ~ 8°), se
deberan dejar al medio ambiente durante 15 ~ 30 minutos antes de realizar el
test.

b) Se sacd el dispositivo del envoltorio y se colocd sobre una superficie
horizontal.

c) Se utilizd una pipeta Pasteur, para tomar la muestra a ser analizada, se
dispensd 1 gota (40 pl) en el dispositivo (S).

d) Una vez que la muestra es completamente absorbida, se afadié 1 gota (40
uL) del buffer, con un cuentagotas.

e) Los resultados de la prueba fueron leidos entre 5 a 10 minutos de ser
realizada.
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Interpretacién de los resultados

Linea de control (C): Se esperd la aparicion de esta linea, ya que debe
aparecer siempre sin importar la presencia de anticuerpos a Ehrlichia canis. De
no aparecer esta linea, la prueba se consideré como no valida. Y por tanto
deberia ser repetida.

Linea de prueba (T). La presencia de anticuerpos a Ehrlichia canis se
determiné por la presentacion de esta linea de prueba.

Negativo

Solo aparece la linea control (C)

2
Positivo
Aparecen ambas lineas control (C) y prueba (T)
LD S -

Repetir la Prueba:

a) Sino aparecen ninguna de las dos lineas.

b) Sisélo aparece la linea de prueba.

ESTADISTICA
Se hara uso de la estadistica descriptiva, con la utilizacion de:
» Tabla de frecuencia

» Clasificacion de variables
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Cuadro 1. Resultados obtenidos en 30 caninos sometidos a una prueba
inmunocromatografica para el diagnéstico de Ehrlichia canis. Chimbote-
Peru

Resultados Numero Porcentaje
POSITIVOS 07 23.3
NEGATIVOS 23 76.4
TOTAL 30 100

Cuadro 2. Resultados obtenidos en 30 caninos sometidos a una prueba
inmunocromatografica para el diagnostico de Ehrlichiacanis segun el
sexo. Chimbote-Peru.

Positivos Negativos
Sexo No. % No. %
MACHOS 05 278 13 72.2
HEMBRAS 02 16.7 10 83.3
TOTAL 07 23.4 23 76.6
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Cuadro 3. Resultados obtenidos en 30 caninos sometidos a una prueba
inmunocromatografica para el diagnéstico de Ehrlichiacanis segun la

edad. Chimbote-Peru.

Edad Positivos Negativos

afnos No. % No. % TOTAL

0 -2 02 20 08 80 10

2-14 01 10 09 90 10

> 4 04 40 06 60 10
TOTAL 07 234 23 76.6 30

Cuadro 4. Resultados obtenidos en 30 caninos sometidos a una prueba
inmunocromatografica para el diagnoéstico de Ehrlichiacanis segun la

edad. Chimbote-Peru.

Edad Machos Hembras

Aios (+) (-) (+) (-)
1 -2 00 04 02 04
2 -4 01 05 00 04
> 4 04 04 00 02
TOTAL 05 13 02 10
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CAPITULO V

DISCUSION

En el cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos en 30 caninos
procedentes de la ciudad de Chimbote sometidos a la prueba
inmunocromatografica comercial E .canis Ab, para el diagndstico seroldgico de
Ehrlichia canis, encontrandose un 23,3 % de positividad y un 76,4 % de
 negatividad, el resultado de positividad hallado en el presente trabajo es mayor
al 16.5 % encontrado en 140 caninos procedentes de tres distritos de la ciudad
de Lima (Adrianzen, et al. 2003), al 16 % reportado en Minas Gerais (Moreira ,
et al. 2012) y al 8,.21% encontrado en la ciudad de Cuenca (Dominguez, 2011).
De la misma manera, nuestros resultados son inferiores a los manifestados por
Arraga (1992), quien en el estado de Zulia — Venezuela encontré 83,6% de
casos positivos utilizando la técnica de frotices coloreados, de igual manera es
mayor el porcentaje hallado en la ciudad de Cali — Colombia, en donde de 101
muestras sometidas a un test comercial de ELISA, se reporta un 49,5% (Silva,
et al. 2008). La diferencia de porcentajes de positividad pueden deberse al
diferente niumero de muestras, al método de diagndstico utilizado y al lugar de

procedencia que haya hecho propicia la presencia del vector.

En el cuadro 2, se presentan los resultados obtenidos a seropositividad y
negatividad a Ehrlichia canis segun el sexo, encontrandose en este caso un
mayor porcentaje de positivos en machos, 27,8% (5/18), contra un 16,7%
(2/12) en hembras. Resultados disimiles fueron hallados en otros trabajos
similares, asi se tiene que en la ciudad de Lazaro Cardenas, Estado de
Michuacan — México, de 50 caninos muestreados, el 21,8% de positivos fueron
machos y el 42,2%, hembras (Romero, et al. 2011); en la ciudad de Cuenca —
Ecuador de 303 machos muéstreados, el 7,6% fueron positivos y de 257
hembras el 5,1% resultaron positivas (Dominguez, 2911), en la ciudad de Cali —-
Colombia de 62 muestras correspondientes a macho, resultaron positivos el
34,7% y de 39 hembras el 14,8% (Silva, et al. 2008). Los diferentes resultados

encontrados podrian estar relacionados, en cada caso, a la diferente
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proporcién de machos y hembras tomados en cuenta para cada investigacién,
ya que se tiene conocimiento que no existe para la enfermedad de Ehrlichosis,
predileccién por sexos (Nyindo, et al. 1991; Sainz, et al. 2000).

De acuerdo a la prueba estadistica de Z de proporciones (Anexo 1), se acepta

que no existe diferencia entre sexos.

En el cuadro 3, se encuentran los resultados a la prueba
inmunocromatografica a Ehrlichia canis, segun edad, hallandose que el mayor
porcentaje de caninos positivos se encontrd en el grupo mayores de 4 anos
con un 40% (4/10) y el menor, en el grupo de 2 a 4 anos con el 10% (1/10). De
modo similar a lo encontrado en los anteriores cuadros, al comparar nuestros
resultados con lo manifestado por otros autores, se aprecia que existe mucha
variacion, asi se tiene que Silva, et al. (2008) en la ciudad de Cali, el mayor
porcentaje de perros seropositivos correspondieron a los de edad adulta, sin
especificar numero ni porcentaje, Romero et al. (2011) en la ciudad de Lazaro
Cardenas hallé un 41% de caninos positivos en el rango de 2 a 7 afios de edad
y por ultimo Dominguez (2011) en la ciudad de Cuenca, nos afirma que el
mayor porcentaje, 7%, correspondié al grupo que se encontraba entre 1 a 5
anos (24/345). A pesar de existir similitud de porcentajes en algunos casos,
segun la edad, no se puede concluir que haya ocurrido igualdad ni diferencia
por grupos de edad, ya que como lo afirma Sainz, et al. (2000) no existe
diferencias por edad a la Ehrlichosis canina.

Realizada la prueba estadistica de chi cuadrado (Anexo 2), se concluye que en

el presente trabajo existen diferencias por edades.

En el cuadro 4, se puede hallar los resultados obtenido en el presente estudio,
segun edad y sexo, apreciandose que, en los tres grupos etareos existieron 10
caninos muestreados entre machos y hembras, encontrandose el mayor
namero de positivos, en los machos cuyas edades correspondian a los
mayores de 4 afos (4/10) y ningun positivo en las hembras de los grupos de 2
a 4 y mayores de 4 afnos. No se puede establecer discusidn con otros autores,

por cuanto ninguno reporta resultados considerando edad y sexo.
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Es de resaltar, que efectuada la prueba de chi cuadrado (Anexo 3), se llega a la
conclusion de que existe diferencia entre edades de los machos y de las

hembras.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

1.- El porcentaje de positivos fue del 23,35% (7/30) y el de negativos del
76,45% (23/30).

2.- Los caninos machos tuvieron un 27,8% de positividad (5/18) y las hembras
16,7% (2/12).

3.- El grupo de 0 a 2 afios de edad reportd el 20% de positivos (2/10), el grupo
de 2 a 4 afos el 10% (1/10) y el grupo de mayores de 4 anios el 40% (4/10).

4.- Considerando edad y sexo, el mayor numero de positivos se hallo en el

grupo de machos mayores de 4 aros (4/10).

5.- bajo las condiciones del presente estudio se puede concluir, que el agente
causal de Ehrlichosis canina, esta afectando la poblacion canina de la ciudad
de Chimbote.
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RECOMENDACIONES

1.- Realizar un estudio similar con mayor numero de muestras, a fin de poder

obtener la prevalencia a Ehrlichiosis en la ciudad de Chimbote.

2.- Establecer las caracteristicas hematolégicas que se presentan en los

caninos positivos a Ehrlichia canis.

3.- Disefiar un trabajo de investigacion que evidencie o no, la existencia de

variaciones de la presentacion de Ehrlichiosis por épocas del afo.
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ANEXO

ANEXO 1
Cuadro 2
Sexo Numero Positivos

N° %
Machos 18 5 28
Hembras 12 2 17

Los valores obtenidos tienen la misma frecuencia entre sexo (P>0,05, Z de proporciones)
Anexo 1: Prueba de Z de proporciones
HO P=0.28 Ha: #0.28

El valor de proporcion observada en Hembras
0.17

[po-pl _ 017-028 -0.11 _

z = =
rq {0.28*0_72 0.13
n 12

Se tiene que -0.84 es menor que -1.96 se acepta la hipdtesis nula

—0.84

ANEXO 2
Cuadro 3
Edad Numero Positivos

N° %
0-2 10 2 20
>2~4 10 1 10
>4 10 4 40

Los valores obtenidos no tienen la misma frecuencia entre edades (P<0,05, Chi cuadrado)

Anexo 2 prueba de Chi cuadrado, de conformidad

= (20 -23.33)* +(10—23.33)2 +(40—23‘33)2
2333 2333 2333

=20.0028

5.99 es menor que 20.0028 se rechaza la hipétesis nula
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ANEXO 3

Cuadro 4
Edad Machos Hembras Pruez
Numero Positivos  Porcentajes Namero Positivos  Porcentaje
0-2 a 0 0 6 5 33 P<0.05
>2-4 6 1 17 4 0 0 P<0.05
>4 8 4 50 2 0 0| P<0.05

Las proporciones obtenidas entre edades de machos entre las diferentes edades no es la
misma, observandose mayor porcentaje en los machos mayores de 4 afios de edad seguida de
los machos mayores de 2 a 4 aios de edad. (P<0.05. Chi cuadrado).

Las proporciones obtenidas entre edades de las hembras no es la misma, observandose mayor

proporcidn en la hembras entre 0 a 2 afos.

Anexo 3: prueba de Chi cuadrado, de conformidad entre edad de machos

_ 2 _ 2 _ 2
w2 © 33335.5) L (7-33.5)"  (50-33.5)

33.5

33.5

=49.75

5.99 es menor que 44.75, se rechaza la hipotesis nula.

: Edad entre Hembras

o O-1D?  (0-1D®  (33-11)°
11

5.99 es menor que 66, se rechaza la hipétesis nula

66

11

11

40




