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I. INTRODUCCION

La Ehrliquiosis Monocitica Canina es una enfermedad causada por una
Rickettsia, Ehrlichia canis, la cual es transmitida por la garrapata del perro
(Rhipicephalus sanguineus) y parasita el citoplasma de los monocitos circulantes
en la sangre del huésped. Se considera que la Ehrliquiosis Monocitica Canina
tiene importancia en salud publica, debido a la posibilidad de ser una entidad

zoonotica.

La distribucion de la enfermedad esta relacionada con la presencia de la
garrapata, la cual transmite la infeccién 155 dias después de infectarse; debido a
lo mencionado anteriormente, la diseminacion de la enfermedad en areas con
sobrepoblacion canina y con sobreinfestacién de garrapatas, ocurre de manera

acelerada.

Las enfermedades causadas por Rikettsias no son detectadas facilmente
en mascotas, ya que son, en muchos de los casos, asintoméaticos o se confunden

con otras entidades.

Seleccioné el municipio de Fraijanes ya que, por ser un area suburbana,
es frecuente la presencia de garrapatosis canina. Es por ello que se decidié utilizar
una clinica veterinaria que tiene afluencia de perros con garrapatosis, se
determin6 con base en los expedientes médicos de la veterinaria que en
promedio mensual llegan 30 casos, tomando en cuenta que llegan pacientes de

varios puntos del municipio.

En Guatemala no existen reportes o estudios publicados de Ehrliquiosis
en perros, por lo que en el presente estudio evalué in vivo la presencia de
anticuerpos contra antigenos de Ehrlichiosis Monocitica Canina en perros con

historia de garrapatosis en Fraijanes Guatemala, utilizando el kit comercial canine



4DX de laboratorio IDEXX, el cual se basa en una prueba seroldgica ELISA
indirecta. Dicha prueba requiere de un equipo minimo y permite diagndstico clinico

rapido.



Il. HIPOTESIS

Existe presencia de anticuerpos circulantes contra Ehrlichia canis en
perros con historia de garrapatosis atendidos en una clinica veterinaria del

municipio de Fraijanes, Guatemala, Guatemala.



. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Generar informacién sobre la presencia de reactores positivos a
Ehrliquiosis Monocitica Canina en perros con historia de garrapatosis atendidos en

una clinica veterinaria del municipio de Fraijanes, Guatemala.
3.2 Objetivo Especifico:
Determinar la existencia de anticuerpos circulantes contra Ehrlichia canis

en perros con historia de garrapatosis atendidos en una clinica veterinaria del

municipio de Fraijanes, Guatemala.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 La Ehrlichiosis monocitica canina (EMC)

La Ehrlichiosis monocitica canina es causada por la Ricketsia Ehrlichia
canis, la cual es transmitida por garrapatas Rhipicephalus sanguineus,
microorganismos intracelulares que infectan leucocitos (monocitos, macrofagos y
granulocitos) y se multiplican dentro de una vacuola recubierta por membrana en
la célula infectada. Esta enfermedad es reconocida como una enfermedad
infecciosa importante y potencialmente fatal de los perros y otros miembros de la
familia Canidae. (Baneth 2006, Kirk et al 1999)

La Ehrlichiosis tiene gran importancia en salud publica humana por ser
una entidad zoonética, en 1990 se observé que los monocitos humanos son
susceptibles de infeccibn por E. canis, por lo que se considero posible la
infeccion de personas por dicha entidad, éste se ha aislado de una persona sana
en un veterinario en Venezuela en el afio de 1996 comprobandose genéticamente
la identidad de esta Ehrlichia. (Pérez et al, 1996, McQuiston, et al. 2003, Ristic et
al, 1990)

4.1.1 Agente etiolégico

Las Ricketsias Ehrlichia canis, son bacterias intracelulares obligadas,
gramnegativas, cocoides pleomorficas pequefias (0,5 ym de diametro), son
aerdbicas y no tienen via glucolitica. Son transmitidas por garrapatas
Rhipicephalus sanguineus y parasitan el citoplasma, principalmente de los
monocitos circulantes, en grupos de organismos denominados morulas, por lo
que las moérulas de Ehrlichia canis, que se encuentran en los monocitos y los
macrofagos, son “microcolonias” de bacterias rodeadas por una vacuola con
membrana. Las morulas contienen 100 o mas cuerpos de Ebhrlichia canis.
(Baneth 2006, Waner et al 2000)



4.1.2 SinoGnimos

La Ebhrlichiosis canina también es conocida como ricketsiosis canina,
fiebre hemorragica canina, enfermedad del perro rastreador, tifus de la garrapata
canina, desorden hemorragico de Nairobi y pancitopenia tropical canina. (Birchard
et al. 2002)

4.1.3 Transmision

La enfermedad es transmitida por la garrapata marron del perro
Rhipicephalus sanguineus, ésta ingresa los patégenos en su organismo al
alimentarse de un hospedador infectado, éstos llegan al epitelio intestinal y
penetran en la cavidad corporal de la garrapata (el hemocele) acompafiados del
agua y de los iones en exceso que son aprovechados por las glandulas salivares
para formar la saliva que sera de nuevo inoculada, en ese o en otro hospedador,
permitiendo la transmision de los agentes infecciosos ingeridos con la comida. La
longevidad de las garrapatas, su potencial reproductivo y la posible transmisién
transovarica de algunos patdgenos hace que las garrapatas no so6lo puedan actuar
como vectores de enfermedades, sino también como reservorios de patdgenos.
(Cupp, 1991, Merck 2008, Sauer et al, 1986, Tatchell, 1967)

Se infectan de E. canis como larvas o ninfas al alimentarse de perros con
rickettsias y transmiten la infeccién a perros susceptibles durante por lo menos
155 dias después de la infeccién. Esto permite, al patégeno, sobrevivir al invierno
en la garrapata e infectar a perros susceptibles. La mayoria de los casos se

producen en las estaciones calidas donde aumenta el numero de garrapatas.

Como la transmision de E. canis es mecéanica y no bioldgica, las
transfusiones de sangre infectada pueden también transmitir la ricketsia. (Kidd
2003, Merck 2008, Waner et al 2000)



El microorganismo se introduce en la célula por endocitosis mediada por
un receptor o por fagocitosis, se multiplica por fisidn binaria pasando a “cuerpos
iniciales” y posteriormente a “moérulas”. Las moérulas se disgregan en cuerpos
elementales una vez que la célula infectada se rompe, luego invaden nuevas

células hasta provocar la parasitemia. (Kujman, et al. 2005)

4.1.4 Distribucion

La distribucion de la Ehrlichiosis esta relacionada con la distribucion del
vector Rhipicephalus sanguineus y se ha descrito su ocurrencia en cuatro
continentes incluyendo Asia, Africa, Europa y América. (Baneth 2006; Waner et al
2000)

4.1.5 Patogenia

La patogenia de la enfermedad incluye un periodo de incubacién de 8 — 20
dias, seguido de 3 fases consecutivas: una fase aguda, fase subclinica y fase
cronica. No todos los perros infectados desarrollan la fase crénica y las
condiciones que conducen dicha formas no son conocidas. (Birchard et al. 2002,
Baneth 2006)

Una gran variedad de factores como el tamafio de in6culo, cepa de
Ehrlichia, inmunidad del paciente, enfermedades concomitantes producidas por
otros pardsitos transmitidos por garrapatas, pueden influir en el curso y el
resultado de la infeccidon. No hay predileccion de edad y sexo en esta enfermedad;
sin embargo, parece que los Pastores Alemanes son mas susceptibles, ya que
desarrollan la fase cronica con mas frecuencia, posiblemente a una respuesta

disminuida de inmunidad celular. (Birchard et al. 2002, Waner et al 2000)

En la garrapata, la E. canis, 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



E. canis. Los tres estados de la garrapata (larva, ninfa y adulto), son 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 fenomeno permite a las garrapatas sobrevivir durante
el invierno e infectar a los huéspedes en la época seca siguiente. Las garrapatas
son mas abundantes durante las estaciones calidas y la mayoria de los casos
agudos de Ehrlichiosis ocurren durante esos periodos. (Baneth 2006; Waner et al
2000)

La patogénesis de la Ehrlichiosis canina incluye un periodo de incubacion
de 8 a 20 dias, seguido de una fase aguda, subclinica y otra cronica. Durante la
fase aguda, el parasito ingresa al torrente sanguineo Yy linfatico, se localiza en los
macrofagos del sistema reticulo-endotelial del bazo, higado y ganglios linfaticos,
donde se replica por fisibn binaria. Desde alli, las células mononucleares
infectadas, diseminan a las ricketsias hacia otros érganos del cuerpo. La fase
aguda puede durar entre 2 y 4 semanas. Los perros mal tratados, o no tratados,
pueden desarrollar posteriormente una fase subclinica que aunque sin signos
clinicos de la enfermedad mantienen recuentos bajos de plaquetas. Estos
pacientes se transforman en portadores sanos por un periodo que puede llegar
hasta los 3 afos. Durante el curso de la enfermedad, ocurren recombinaciones
repetidas en los genes antigénicos proteicos principales de la membrana externa
de ehrlichias, que conduce a la generacibn de variaciones en epitopes
inmunogénicos y permite que los microorganismos evadan los mecanismos de
defensa del huésped y den como resultado infecciones persistentes. En los
pacientes con fase cronica de la enfermedad, en su forma mas grave, el cuadro se
caracteriza por la reduccion de la produccion de elementos sanguineos de la
meédula 6sea. (Merck 2008, Waner et al. 2000)

Diferentes mecanismos inmunolégicos intervienen en la patogénesis de la

enfermedad, entre los dia 4 y 7 posteriores a la infeccién aparece IgM e IgA vy la



IgG aumenta a partir del dia 15, esta respuesta humoral tiene un efecto minimo en
la eliminacion del organismo intracelular y no proporciona proteccion ante una
nueva infeccion, en cambio produce efectos perjudiciales en el progreso de la
enfermedad debido a las consecuencias inmunopatoldgicas. Esto se evidencia por
pruebas de Coombs y de autoaglutinacion positivas en animales infectados y la
demostracion de anticuerpos antiplaquetas (APA), lo cual parece ser una de las

causas de la trombocitopenia o trombocitopatia. (Waner et al. 2000)

4.1.6 Signos Clinicos

Se han descrito una gran variacion de signos clinicos y esto puede ser
debido a muchos factores, incluyendo diferencias en la patogenicidad entre las
cepas de Ehrlichia, raza de perros, infecciones concomitantes con otras
enfermedades transmitidas por garrapatas y el estado inmunitario del perro.
(Birchard et al. 2002, Merck 2008)

4.1.6.1 Fases de la enfermedad

e Fase Aguda: ocurre una a tres semanas después de la infeccién y los
signos clinicos solo duran dos a cuatro semanas; las manifestaciones
mas comunes en esta fase son depresion, anorexia, letargo, pérdida
de peso, linfoadenomegalia, esplenomegalia y fiebre. Los perros
pueden presentar tendencia al sangrado, petequias y esquimosis en la
piel y membranas mucosas, y ocasionalmente epistaxis. Los signos
oculares son frecuentes e incluyen uveitis, hipema, tortuosidad de
vasos retinales y lesiones corio-retinales focales. Puede haber
desprendimiento de retina y ceguera debido a hemorragias
subretinales. Se pueden presentar otro signos clinicos como vémitos,
descarga oculonasal serosa a purulenta, claudicacion, ataxia y disnea.
(Baneth 2006; Kirk et al 1999)



e Fase Subaguda: puede durar afios, pero generalmente es subclinica,
por lo que no se sabe mucho sobre ella o sobre los factores que
transforman infecciones subclinicas en un estado cronico. (Baneth 2006;
Kirk et al 199; Waneret al 2000)

e Fase Cronica: es la etapa final de la enfermedad que puede
acomparfarse de manifestaciones leves a graves; en estos casos se
pueden observar signos clinicos inespecificos comodebilidad,
depresion, anorexia, pérdida conica de peso, palidez de mucosas, fiebre
y edema periférico, especialmente en miembros posteriores y escroto.
Ademas las tendencias hemorragiparas, la linfadenopatia, la
esplenomegalia, las anormalidades oculares, poliartropatias, signos
neuroldgicos y las infecciones secundarias se consideran indicadores de
Ehrlichiosis cronica. Frecuentemente se puede encontrar sangrado por
trombopatia, como petequias, equimosis y epistaxis dérmicas y de
membranas mucosas. Los perros con Ehrlichiosis crénica pueden morir
por infecciones bacterias secundarias o por hemorragias incontrolables.
(Baneth 2006; Kirk et al 1999; Waner et al 2000)

Los signos neurologicos pueden ocurrir tanto en la enfermedad aguda
como crénica, estos se deben a hemorragias, infiltracion celular extensa y
compresion perivascular de las meninges, meningitis, meningoencefaltis y
vasculitis. Pueden aparecer signos neuromusculares generalizados como
polimiositis con tetraparesia progresiva de aparicion aguda, hiporeflexia vy
consuncion muscular. Es posible que los perros con ehrlichiosis presenten
claudicaciones con andar endurecido por la poliartropatia, la cual puede ser
producida por hemorragias en la articulacion o por deposicion de complejos
inmunes con artritis como resultado y efusion neutrofilica en la articulacion.
(Baneth 2006)
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Las manifestaciones oculares causadas por la Ehrlichiosis incluyen uveitis
anterior, gueratoconjuntivitis, hipema, glaucoma, corioretinitis, desprendimiento de
la retina, opacidad corneal (edema y deposito de precipitados celulares),
tortuosidad de vasos retinales y lesiones corio-retinales focales (manchas
pigmentadas rodeadas de areas de hiper reflectividad). Puede haber
desprendimiento de la retina y ceguera debido a hemorragias subretinales. La
enfermedad renal en la Ehrlichiosis ha sido asociada con la glomerulonefritis.
(Baneth 2006; Waner et al 2000)

4.1.7 Hallazgos de Laboratorio

Es comdn encontrar trombocitopenia (90% de los casos), leucopenia,
anemia normocitica normocrémica no regenerativa, monocitosis y linfocitosis.
Estas anormalidades hematoldgicas rara vez se presentan de manera simultanea

y son mas tipicas diferentes combinaciones. (Baneth 2006; Kirk et al 1999)

Los perros con Ehrlichiosis pueden desarrollar infecciones de vias
urinarias, septicemia o infecciones oportunistas, que suelen deberse a disminucién

del nimero y la funcion de los leucocitos. (Kirk et al 1999)

Es posible detectar incrementos leves de la actividad de enzimas
hepaticas como animotransferasa de alanina (ALT), fosfatasa alcalina (ALP),
aumentos del nitrégeno de la urea sanguinea (BUN) y la creatinina; aunque

muchas veces estos valores suelen ser normales. (Baneth 2006; Kirk et al 1999)

Es frecuente observar hiperproteinemia, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia. Los resultados de las pruebas rutinarias de coagulacion,
tiempos de protombina (TP) y parcial tromboplastina activada (TPTa) y productos
de degradacioén de la fibrina (PDF) son generalmente normales, a menos que un
proceso patoldgico secundario inicie coagulacion intravascular diseminada (CID).

Sin embargo, debido a la trombocitopatia y trombocitopenia grave, suelen estar

11



prolongados los tiempos de sangria y retraccion del coagulo. (Baneth 2006; Kirk et
al 1999)

En la fase cronica de la enfermedad los perros presentan hipergamma-
globunemia e hipoalbuminemia; la magnitud del incremento de las globulinas
gamma se correlaciona con la duracion de la enfermedad. Después del
tratamiento las gammopatias suelen resolverse en el transcurso de tres a cinco
meses. Sin embargo, en algunos casos, pueden requerir hasta 15 meses para que
las globulinas se normalicen. Los perros con Ehrlichiosis cronica desarrollan en su
mayoria, pancitopenia como resultado de que la medula 6sea se vuelve
hipocelular; por lo que el pronostico de la Ehrlichiosis cronica es grave. (Kirk et al
1999)

En la Ehrlichiosis canina también se afectan los rifiones por factores
humorales. En las afecciones agudas es comun que se altere la permeabilidad
glomerular. La pérdida de proteina depende de una glomerulopatia de cambios
minimos. Una patogenia de tipo inmunitario explicaria la falta de respuesta
ocasional de la glomerulonefritis a la antibioticoterapia apropiada en casos
cronicos. (Kirk et al 1999)

Las reacciones inmunomediadas juegan un papel mas grande en la
patogénesis de la infeccion por E. canis. El Hepatozoon canis y Babesia canis
vogeli son hemoparasitos que son transmitidos por el mismo vector R. sanguineus.
(Birchard et al. 2002, Baneth 2006)

4.1.8 Diagnostico

El diagndstico de la enfermedad se basa en la anamnesis, presentacion
clinica, hallazgos patoldgicos al examen clinico y se confirma con las pruebas de
laboratorio. (Waner et al 2000)
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Dentro de las pruebas de laboratorio que se pueden realizar encontramos
la prueba de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFA); realizar un
hemograma completo para detectar anormalidades; prueba de Inmunoabsorvencia
ligada a enzimas (ELISA); reaccion de cadena de polimerasa (PCR) y los frotis
sanguineos o aspirados de bazo tefiidos con Giemsa. (Baneth 2006; Kirk et al
1999; Waner et al 2000)

Los cambios hematolégicos que pueden encontrarse son: trombo-
citopenias, anemia, por lo general, no regenerativas, y leucopenias. También
pueden observase la hiperglobulinemia. Puede confirmarse la infeccién por la
visualizacion de las morulas en los monocitos en frotis sanguineos o aspirados de
bazo tefiidos con Giemsa, pero solo aparecen en el 4% de los pacientes enfermos
por lo cual no debe ser el método de eleccion. Se puede ampliar la sensibilidad de
esta técnica mediante la realizacion de frote de capa flogistica o frote de sangre

obtenida de capitales del margen de pabelldn auricular. (Waner et al 2000)

La prueba de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFA) usando
antigenos de E. canis es el test seroldgico de diagnostico mas aceptable; ya que
pueden detectar enfermos a partir de los 7 dias después de la infeccion inicial, a
pesar que posiblemente algunos perros no se tornen seropositivos hasta los 28
dias después de la infeccion inicial, con lo cual luego de un diagndstico negativo
deben repetirse el examen a la 2 o 3 semanas. Después del tratamiento, los
anticuerpos declinan gradualmente y se tornan negativos entre los 6 y los 9
meses, aunque algunos perros mantienen los niveles de anticuerpos altos de por
vida, sin saber si el microorganismo persiste en el organismo por lo que se supone
que el paciente se ha recuperado de la infeccibn cuando resuelve la
trombocitopenia, la hiperglobulinemia y otras anormalidades clinicas y de
laboratorio de forma progresiva. Otros meétodos, usados principalmente en
investigacion, son cultivos sanguineos para evaluar el crecimiento del parasito,

gue puede tardar hasta 8 semanas en mostrar crecimiento, PCR puede utilizarse
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para la deteccion de E. canis dentro de los 4 a 10 dias posinoculacion. El
diagnéstico de la enfermedad subclinica es un desafio para el clinico. (Kirk et al
1999; Waner et al 2000)

En fases iniciales de la infeccion aguda y en animales moribundos se
pueden encontrar titulos negativos, en los primeros por no haber dado tiempo a la
produccion de una respuesta humoral y en los segundos por agotamiento de la

produccion de anticuerpos. (Weisiger et al, 1975; Waner et al, 2001; Cohn, 2003).

4.1.9 Tratamiento

La terapia para la Ehrlichiosis canina consiste en agentes antirriketsiales y
terapia de apoyo. Los farmacos de eleccidén son tetraciclinas, el tratamiento de
eleccion para la fase aguda es la doxiciclina a una dosis de 10 mg/kg una vez por
dia o 5 mg/kg dos veces por dia, durante 28 dias como minimo, pudiendo
extenderse hasta 2 meses. La doxiciclina es la tetraciclina méas liposoluble que se
absorbe con mayor facilidad obteniéndose concentraciones sanguineas, tisulares
e intracelulares mas altas. Las tetraciclinas se pueden dar a dosis de 22 mg/kg
cada 12 a 24 horas por 21 dias como minimo. Los animales en la fase subclinica
pueden necesitar un tratamiento mas prolongado en comparacion con los perros

gue sufren la etapa aguda. (Kirk et al 1999; Waner et al 2000)

Es posible que el mecanismo mediante el cual E. canis sobrevive y se
multiplica en las células infectadas sea su habilidad para inhibir la fusién
fagosoma-lisosoma y la doxiciclina restablece esta fusion en las células
infectadas. Por lo general se produce una mejoria clinica del paciente dentro de
las 24-48 hrs. de instaurado el tratamiento, el recuento plaquetario comienza a
aumentar también a partir de este periodo restableciéndose al recuento normal a
los 14 dias. El tratamiento debe de realizarse por un periodo minimo de tres
semanas, ya que algunos perros pueden volverse portadores en caso de dar el

tratamiento durante menos tiempo. (Baneth 2006; Waner et al 2000)
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Otros medicamentos que se han utilizado con éxito incluyen cloranfenicol,
dipropionato de imidocarb o amicarbalida, combinado con Doxiciclina para el
tratamiento cuando hay una coinfeccion con Babesia. Las quinolonas tienen
ciertos efectos antirrikettsiales, pero estudios realizados indican que no son utiles
en la Ehrlichiosis canina. (Baneth 2006, Kirk et al 1999, Waneret al 2000)

Ademas de la antibioticoterapia segun el estado del paciente, es posible
gque sea necesaria la administracion de fluidoterapia de apoyo para la
deshidratacion o transfusiones sanguineas si el paciente presenta un grave estado
anémico. Las transfusiones sanguineas no aumentan significativamente las
plaguetas por lo que a menudo es necesario administrar un plasma rico en
plaguetas. (Kirk et al 1999)

Durante la etapa inicial de la terapéutica puede ser Util la corticoterapia
inmunosupresora a corto plazo para la trombocitopenia grave que puede
amenazar la vida del perro. El tratamiento puede darse por dos a siete dias con
corticoides, como prednisolona, en dosis inmunosupresoras de 2 mg/kg. La
respuesta inmune desencadenada por la enfermedad en cierta forma es la
responsable de la trombocitopenia y los demas signos de la enfermedad por lo
cual disminuir o suprimir esta respuesta inmune resulta beneficioso para el
enfermo. (Kirk et al 1999)

Algunos perros con Ehrlichiosis crénica no responden a la
antibioticoterapia estandar, por lo que es posible que tengan alteraciones renales
o medulares Oseas irreversibles. Asimismo, puede que estos pacientes que no
muestran mejoria clinica después del tratamiento, debe considerarse otra causa
de enfermedad o una causa que la agrava, por lo cual hay que realizar el
diagnéstico de enfermedades coexistentes (Bartonella spp. y Babesia canis y
Hepatozoon canis) como las mencionadas anteriormente. (Kirk et al 1999, Waner
et al 2000)
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Como el tratamiento de la forma cronica severa de la enfermedad es
prolongado y el prondstico de esos perros pancitopénicos es grave, es posible que

en estos casos se pueda utilizar filgastrim o eritropoyetina. (Birchard et al. 2002)

4.1.10 Profilaxis

El control de las garrapatas es la medida de prevencion mas eficaz contra
la infeccion de E. canis. En las perreras deben realizarse test serologicos y control
de garrapatas antes de ingresar a los perros a la misma. Los perros de regiones
endémicas y aquellos que viajan hacia o desde areas endémicas deben ser
considerados como candidatos potenciales a enfermarse. La enfermedad no deja
proteccion por lo que un paciente curado de ehrlichiosis puede volver a infectarse,

sobre todo cuando viven en ambientes endémicos. (Waner et al 2000)

4.2 Rhipicephalus sanguineus

La garrapata Rhipicephalus sanguineus pertenece al grupo de las
garrapatas duras (familia Ixodidae) y es el vector de la Ehrliquiosis Monocitica
Canina (EMC); comunmente se le conoce como “garrapata marron del perro”. Es
originaria de Africa y es una de las garrapatas mas distribuidas del mundo, ya que
ha migrado por medio del hombre y sus perros. (Tatchell 1967, Sauer et al, 1986,
Fisher 2006)

4.2.1 Huéspedes

La garrapata Rhipicephalus sanguineus afecta principalmente al perro,
pero también puede afectar a una gran variedad de mamiferos y aves terrestres;
se pueden mencionar a los gatos, venados, bovinos, liebres, cabras, caballos,
borregos, leones, aves (avestruz, pavo, garza), reptiles y el hombre. Es importante
mencionar que el perro siempre es el huésped definitivo de eleccion para la

garrapata cuando esta presente. (Mehlhorn 1994, Rojas 2001)
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4.2.2 Localizacion en el huésped

Rhipicephalus sanguineus en el perro se localiza en orejas, cuello y en los
espacios interdigitales. En perros con altas infestaciones de garrapatas todos los
estados activos pueden ser encontrados atacando partes del cuerpo con pelo.
(Rojas 2001)

4.2.3 Ciclo biolégico

Esta garrapata es encontrada en los huéspedes a lo largo de todo el afio
en zonas tropicales y subtropicales; mientras que en areas templadas, donde hay
cambios climaticos, las garrapatas son encontradas en el huésped a lo largo del

verano y pocas en invierno. (Alcaino et al. 1990, Fisher 2006, Rojas 2001)

Las etapas inmaduras en la naturaleza se alimentan de los mamiferos
pequefios; los perros generalmente son los Unicos huéspedes en las etapas
inmaduras y adultas. (Breitschwerdt 2003, Rojas 2001)

El ciclo de R. sanguineus es de tres hospederos, lo que significa que cada
uno de las fases moviles después de alimentarse de sangre por unos dias, deben
de abandonar a los huéspedes para evolucionar en el medio ambiente. La
duracion del ciclo biolégico depende de factores ambientales como la temperatura
y humedad. La temperatura Optima para la incubacién de los huevos, la
transformacién de larvas en ninfas y de éstas en adultos, es de 30°C; el periodo
de cada una de estas etapas se alarga conforme baja la temperatura; mientras
que el rango de humedad es mas amplio y va de 20 — 93%. En condiciones
ambientales ideales el ciclo se completa en aproximadamente 63 dias, pero si el
ambiente no es favorable el ciclo se puede prolongar por varios meses, durante
los cuales la garrapata permanece oculta en un estado de letargia denominado dia
pausa. (Alcaino 1990, Fisher 2006, Mehlhorn 1994, Vasquez 1999)
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Las hembras repletas realizan una puesta aproximadamente de 4000
huevos, luego de un periodo de pre ovoposicion que va desde 3 a 83 dias, los
huevos los ponen en lugares protegidos de la luz y de la desecacion. Los huevos
de garrapata eclosionan entre los 8 y 67 dias; las larvas pasan por un periodo de
maduracion tras el cual estan capacitadas para fijarse a un primer huésped para
alimentarse. Entre los 3 y 7 dias post fijacidn, la larva se suelta y busca un lugar
resguardado donde realizar su primera muda y se vuelven ninfas que aparecen
entre los 6 y los 23 dias después de la caida de la larva repleta y estan
preparadas para subir a un segundo huésped para volver a alimentarse. Se
alimenta por 4 a 9 dias pasados los cuales la ninfa repleta se suelta del huésped,
cae al suelo y busca un sitio resguardado para realizar la segunda muda a partir
de la cual emergeran los adultos entre los 12-129 dias después, ya que las ninfas
pueden sobrevivir mas de 568 dias en espera de un huésped. Los machos y
hembras adultos se fijan a un tercer huésped para alimentarse; las hembras sélo
se fijan y succionan sangre una vez y caen al suelo, mientras que los machos se
alimentan en forma intermitente y persisten mas tiempo sobre el hospedador, para
gue la mayoria de las hembras queden fecundadas. Estas, una vez alimentadas,
caen al suelo y buscan un refugio donde realizar la puesta de huevos y empieza
de nuevo el ciclo. (Breitschwerdt 2003, Alcaino 1990, Mehlhorn 1994, Vasquez
1999)

4.2.4 Control

Las garrapatas se pueden controlar de varias formas, por medio de
depredadores (hormigas, roedores, aves y otros), modificando el medio (revestir
areas con cemento, etc.), el clima es una gran ayuda en el control de garrapatas, 0
el uso de medios fisicos y quimicos. Debido a las diferencias de habitos entre las
diversas especies de garrapatas, en un programa de control deben de
determinarse la o las especies que se desean controlar, ya que un plan que es

efectivo contra una especie de un solo huésped, puede no funcionar con otra de 3
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huéspedes, por lo que es indispensable la identificacion, al menos del género, de

la garrapata que se quiere controlar. (Kidd 2003, Fisher 2006, Rojas 2001)

Se deben realizar bafios con garrapaticidas y la periodicidad de éstos
varia de acuerdo con la especie de la garrapata que se desea combatir; esta
determinado por los dias en que se alimentan los diferentes estadios evolutivos,
se debe buscar que todos los estadios sean atacados por el ixodicida, con el fin de
romper el ciclo. Cuando la garrapata es de tres huéspedes, como la Rhipicephalus
sanguineus, hay que considerar que los estadios inmaduros (larvas y ninfas)
pueden no estar en el huésped definitivo, por lo que es necesario también realizar
control de las garrapatas en el medio ambiente. Es importante recordar que todos
los animales del hogar deben ser tratados para el control de garrapatas. (Fisher
2006, Rojas 2001)

4.3 Respuesta Inmune

Son todos aquellos eventos desarrollados por el sistema inmune, con el
objeto de defender la integridad bioldgica del individuo frente a cualquier agresién
(estimulo antigénico). EIl sistema inmune se encuentra ubicado en los érganos
linfoides (ganglios linfaticos, bazo, timo y médula ésea) y en su accién participan
una serie de células y moléculas, entre las que destacan las inmunoglobulinas.
(Pena 2005, Tizar 2009)

4.3.1 Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas que estan formadas por cadenas
polipeptidicas agrupadas en una o varias unidades estructurales basicas. La
funcién esencial de las inmunoglobulinas es la de unirse al antigeno; asi las
inmunoglobulinas actian como receptoras de sefiales antigénicas o bien pueden

colaborar en la destruccion antigénica. (Garcia 2005, Tizar 2009)

19



4.3.1.1 Inmunoglobulina G (IgG)

Son las inmunoglobulinas mas abundantes y representan mas del 70 %
de las Igs séricas totales. La IgG esta formada y secretada por las células
plasmaticas del bazo, los ndédulos linfaticos y la médula Osea. Es la
inmunoglobulina que alcanza mayor concentracion en la sangre (1,000 — 2,000
mg/dl en el perro) y por esta razon juega un papel primordial en los mecanismos

de defensa mediados por anticuerpos. (Garcia 2005, Pena 2005, Tizar 2009)

Es la inmunoglobulina mas pequefia y debido a esto puede extravasarse
de los vasos sanguineos mas factiblemente que las otras. Esto es importante en la
inflamacion, donde el incremento de la permeabilidad vascular permite a la IgG
participar en la defensa de los tejidos y superficies corporales. La IgG se une a
antigenos especificos, tales como los que se encuentran en la superficie de las
bacterias. (Garcia 2005, Pena 2005, Tizar 2009)

La IgG se sintetiza tardiamente tras un primer contacto con el antigeno,
sin embargo, tras un segundo contacto la mayoria de las inmunoglobulinas que se
forman son IgG; que son las que predominan en las respuestas secundarias del
sistema inmune, la cual es permanente en su accién. (Garcia 2005, Pena 2005,
Tizar 2009)

4.3.1.2 Inmunoglobulina M (IgM)

Los anticuerpos del tipo IgM son los que mas rapidamente se forman en
respuesta a un estimulo antigénico, predominan en las respuestas primarias del
sistema inmune. Representa del 5 al 10 % de las inmunoglobulinas séricas totales,
en el suero de los perros es la segunda clase en cuanto concentracién, luego de la
IgG. Es producida por las células plasmaticas en el bazo, los nddulos linfaticos y la
meédula Osea; no atraviesa activamente las membranas biologicas, lo que hace
que esta inmunoglobulina ejerza su accion normalmente en los espacios
intravasculares. (Garcia 2005, Pena 2005, Tizar 2009)
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La IgM es la principal inmunoglobulina producida durante la respuesta
inmune primaria, también se produce en las respuestas secundarias, pero esto
pasa desapercibido por el predominio de 1IgG. Dado que son muy grandes las
moléculas de IgM rara vez entran en fluidos tisulares, ni siquiera en los lugares de
inflamacion aguda. (Garcia 2005, Pena 2005, Tizar 2009)

4.3.1.3 Inmunoglobulina A (IgA)

La IgA es secretada por las células plasméticas localizadas bajo las
superficies corporales, por lo que se produce en las paredes del intestino, tracto
respiratorio, sistema urinario, piel, glandula mamaria, etc. Su concentracion en el
suero de la mayoria de los mamiferos es generalmente mas baja que la IgM.
(Garcia 2005, Tizar 2009)

La IgA producida en las superficies corporales atraviesa las células
epiteliales hacia las secreciones externas unidas al componente secretor, el cual
la protege de la digestion por las proteasas intestinales. La IgA secretora es la
inmunoglobulina principal en las secreciones externas de los mamiferos no
rumiantes; como tal es critica en la proteccion del tracto intestinal, respiratorio y
urogenital, la glandula mamaria y los ojos, frente a invasion microbiana. La IgA
impide la adherencia de microorganismos invasores a las superficies corporales,
esto es importante porque asi protegen precisamente los puntos mas vulnerables
del organismo, las puertas de entrada al mismo, como son 0jos, boca, aparato

digestivo, sistema respiratorio, vagina, etc. (Garcia 2005, Tizar 2009)

4.3.1.4 Inmunoglobulina E (IgE)

Es producida por las células plasmaticas localizadas bajo las superficies
corporales, esta presente en concentraciones muy bajas en el suero, por lo que no
puede actuar uniendo y recubriendo los antigenos, como lo hacen las demas. La
IgE inicia la inflamacion aguda actuando como una molécula transductora de

sefales, cuando el antigeno se una a la IgE dispara la liberacion rapida de
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moléculas inflamatorias a partir de los mastocitos. La inflamacion aguda resultante
potencia las defensas locales y ayuda a eliminar al invasor. La IgE media las
reacciones de hipersensibilidad de tipo | y es gran medida la responsable de la
inmunidad frente a parasitos helmintos. La IgE es una de las inmunoglobulinas con
la vida media mas corta (2 a 3 dias) y es destruida rapidamente por los

tratamientos térmicos suaves. (Parola y Raoult 2001, Garcia 2005, Tizar 2009)

4.4 Prueba de ELISA

Entre las pruebas mas importantes de inmunoandlisis empleadas en
medicina veterinaria estd el analisis de inmunoadsorcién ligada a enzimas
(ELISA), esta puede emplearse para detectar y medir tanto anticuerpos como
antigenos. La prueba de ELISA es una reaccion serologica que utiliza
conjugados para poder visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo. Se basa en el
uso de anticuerpos marcados con una enzima, que generalmente es peroxidasa,
de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunologica
como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno 6 anticuerpo)
insolubilizados sobre la placa, la reaccién antigeno-anticuerpo queda inmovilizada
y es revelada mediante la adicion del sustrato, que cuando actua sobre la enzima,
produce un color observable a simple vista o cuantificable mediante un
colorimetro. (Sanchez 2004, Tizar 2009)

En la actualidad el ELISA es uno de los métodos mas utilizados para el
diagndstico seroldgico de distintas enfermedades infecciosas. La prueba de ELISA
puede ser cualitativa (indica presencia o ausencia de un antigeno o anticuerpo
determinado) o cuantitativa (indica la cantidad de antigeno o anticuerpo presente
en la muestra). (Sanchez 2004, Tizar 2009)
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4.4.1 Deteccion de antigenos:

La modalidad mas frecuente del método ELISA para la determinacion de
antigenos es el modelo ELISA tipo Sandwich; en la que la placa suele venir con un
anticuerpo fijado (anticuerpo de captura) frente al antigeno problema, sobre el cual
se afiade la muestra a analizar, que en caso de reaccionar con el anticuerpo de la
placa, se pone en evidencia tras la adicion del segundo anticuerpo marcado con la
enzima; luego se afiade el substrato para revelar la reaccion. En este andlisis, la
intensidad de color de la reaccion se relaciona directamente con la cantidad de
antigeno unida. Debido a que estas pruebas implican la formacion de capas de
anticuerpo-antigeno-anticuerpo, se denominan ELISA tipo sandwich. (Sanchez
2004, Tizar 2009)

4.4.2 Deteccién de anticuerpos:
Para la determinacién de anticuerpos especificos frente a un determinado
antigeno existen dos modalidades del método: ELISA indirecto y ELISA

competicion.

e ELISA indirecto: éste es el método mas utilizado para la determinacion de
anticuerpos; consiste en la inmovilizacion a la placa de ELISA del
antigeno (en los Kits ya viene fijado) del que queremos conocer si en la
muestra problema existen anticuerpos especificos. Se pueden utilizar
como antigenos, proteinas virales,proteinas bacterianas y virus
completos; se afiade la muestra, se incuba y lava; luego se adiciona el
conjugado, incuba y lava, por ultimo se adiciona el sustrato, el frenado de
la reaccion y se procede a dar lectura a los resultados.
(Harrus 2002, Sanchez 2004, Tizar 2009)

e ELISA de competicion: esta modalidad parte de un anticuerpo (monoclonal
o policlonal), frente a un antigeno conocido, que previamente ha sido

inmovilizado en la placa. Se denomina de competicion ya que el suero
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problema es incubado previamente con el antigeno, antes de incubarlo
con el antisuero fijado en la placa y por tanto compite con él. Los pasos
que le siguen son la adicion e incubacion del conjugado, lavado y
finalizacion con el sustrato y se procede a dar lectura a los resultados.
(Sanchez 2004, Tizar 2009)

Recientemente se han comercializado pruebas serolégicas de muestreo
que emplean la tecnologia ELISA, para su empleo r4pido en la propia clinica
veterinaria, con un valor cualitativo y no cuantitativo. La prueba de ELISA requiere
un equipo minimo y permite un diagnoéstico seroldgico de EMC en un tiempo corto;
se considera que es una prueba clinica auxiliar de diagnéstico seroldgico, cuya
sensibilidad es del 98.8% y especificidad del 100%. (Bélanger, et al. 2002,
Cardenas et al. 2007, Chandrashekar et al. 2010, Idexx Laboratories 2008)

4.4.3 Fundamento de la prueba

e Paso 1. El antigeno es ligado cuando el anticuerpo de la enzima
especifica del conjugado y la muestra de sangre son combinados en el vial
para ser introducido al dispositivo de la prueba, la matriz es pre sembrada
con anticuerpos especificos del antigeno.

e Paso 2 y 3. El antigeno y el conjugado se unen en la matriz ligada de
anticuerpo activando el dispositivo.

e Paso 4. La fase de lavado remueve los componentes no ligados y no
especificos del conjugado y la muestra de sangre del fondo de la matriz
para el paso final.

e Paso 5. El sustrato se mueve a traves de la matriz limpia y este reacciona
con el conjugado para amplificar la presencia del antigeno para
incrementar la sensibilidad y eliminar errores; la lectura es de color azul,
la cual varia en su intensidad desde muy suave a fuerte. (ldexx
Laboratories 2008)

24



5.1

V. MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio

e Centro Veterinario Campestre, Fraijanes, Guatemala.

Nombre Oficial:

Municipio de Fraijanes

Ubicacion 28 kilbmetros del centro de la capital
Geogréfica:

Extension 92 kilbmetros cuadrados

Territorial:

Habitantes: 30,701

Limites NORTE: Municipio de Santa Catarina Pinula

Geogréficos:

SUR: Municipio de Barberena

ESTE: Municipio de Villa Canales

OESTE: Municipios de San José Pinula, Santa Rosa
de Lima, y Santa Cruz Naranjo

Moneda: Quetzal

Idioma: Espaiiol

Formade Concejo Municipal

Gobierno:

Altitud: 4000-6000 pies

Precipitacion: 1500 milimetros

Temperatura 20 y 22 grados centigrados

Promedio:

Humedad 60% - 88%

Promedio:

Suelo: Origen volcanico

Feria Titular: 31 de Enero al 6 de Febrero

Aldeas, Cacerios | Puerta del Sefior, Lo de Diéguez, El Cerrito, Los

y Colonias: Verdes, Canchén, Pavén, Rabanales, El Chocolate,

Pueblo Viejo, San Arturo, Las Crucitas, Joya Verdes.

5.2 Recursos Humanos

e Estudiante tesista

e Profesionales asesores

e Asistente veterinario
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5.3 Material Biolégico

Treinta muestras sanguineas de perros que asistieron a la clinica
veterinaria en Fraijanes Guatemala, con antecedentes de garrapatosis, durante el

periodo comprendido de Diciembre 2011 a Febrero 2012.

54 Materiales y equipo

54.1 Recursos de laboratorio

5.4.1.1 Equipo eléctrico

e Refrigeradora a 5°C

5.4.1.2 Materiales y equipo de laboratorio

e Algoddn

e Guantes de latex

e 30 Kits SNAP 4Dx Canino (IDEXX Laboratories)
e Jeringas de 3cc

e Tubos con EDTA

e TermOmetro

e Estetoscopio

e Linterna

e Vaselina

5.4.1.3 Soluciones
e Alcohol al 50%
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5.4.1.4 Oftros recursos
e Lapicero
e Papel
e Computadora
e Impresora
e Camara fotografica

¢ Reloj

542 Centros de referencia

e Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
e Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
e Biblioteca del Centro Veterinario Campestre, Fraijanes, Guatemala.

e [nternet

5.5 Metodologia

5.2.1 Localizacion del area de estudio
Centro Médico Veterinario Campestre ubicado en: Km. 17.5 Carretera a El

Salvador Arrazola | lote 65, Fraijanes, Guatemala.

5.2.2 Metodologia de campo

Se tomo6 por conveniencia 30 muestras de sangre de 30 perros que
asistieron a la clinica veterinaria en Fraijanes, que tuvieran antecedentes de haber
padecido garrapatosis; durante el periodo comprendido de Diciembre 2011 a
Febrero 2012. Se realiz6 un examen clinico general de los pacientes (temperatura
corporal, condicién corporal, peso, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
llenado capilar y coloracion de mucosas); con el fin de evaluar estado fisico

general.
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El criterio de inclusion se baso en:

e Pacientes que tenian mas de 20 dias de haber sido parasitados por
garrapatas, ya que los anticuerpos (IgG) contra Ehrlichia canis, se
desarrollan a partir de los 15 dias post-infeccién.

El criterio de exclusion se baso en:

e Pacientes que no tenian historia de garrapatosis

e Pacientes que no pertenecian al municipio de Fraijanes, Guatemala

¢ Animales moribundos, ya que se pueden encontrar titulos negativos por
agotamiento de la produccion de anticuerpos

e Pacientes condicién corporal 1, utilizando la escala de 1 a 5, donde 1 es

muy bajo de peso y 5 obeso.

Se tom6 1ml de muestra de sangre de la vena cefélica de los pacientes
calificados y se procesaron las muestras segun el procedimiento de la prueba
SNAP 4Dx Canino (IDEXX Laboratories), de la siguiente forma:

e Se almaceno los kits en la refrigeradora.

e Antes de procesar la muestra se saco el kit de la refrigeradora y se esperé
que los componentes del kit llegaran a temperatura ambiente por 30
minutos.

e Con la pipeta del kit se tom6é 3 gotas de muestra en un tubo de ensayo
nuevo.

e Se agreg6 4 gotas del conjugado al tubo de ensayo sosteniendo la botella
en posicion vertical.

e Se tapo el tubo de ensayo y se mezcld, durante 15 segundos, dandole 5
giros de 180°.
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e Se coloco el dispositivo sobre una superficie horizontal, agregando todo el
contenido el tubo de ensayo en el pocillo de muestras, teniendo cuidado de
no verter el contenido fuera de dicho pocillo.

e La muestra fluyo por la ventana de resultados, alcanzando el circulo de
activacion en aproximadamente 30 — 60 segundos.

e Cuando aparecié el color en el circulo de activacion, se presiond el
activador con firmeza hasta quedar al ras con el cuerpo del dispositivo.

e Se leyeron los resultados del analisis cuando pasaron ocho minutos. (Idexx
Laboratories 2011)

5.2.3 Interpretacion del resultado de la prueba
Para determinar el resultado de la prueba lei los puntos de reaccién en la
ventana de resultados y comparé la intensidad del punto de la muestra con la del

punto de control positivo. (Idexx Laboratories 2011)

5.2.3.1 Resultados positivos
Cualquier desarrollo de color en los puntos de la muestra indica la

presencia de anticuerpo frente a E. canis en la muestra. (Idexx Laboratories 2011)

5.2.3.2 Resultados negativos
Solamente se produce color en el punto de control positivo. (ldexx
Laboratories 2011)

5.2.3.3 Resultados invalidos
Fondo: Es posible que se produzca color de fondo si se permite que la

muestra fluya sobrepasando el circulo de activacion. (Idexx Laboratories 2011)

No se produce color: Si en el punto del control positivo no se produce

color. (Idexx Laboratories 2011)
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5.6 Método estadistico

Para el analisis de las muestras se utilizd el método descriptivo
estableciendo el porcentaje de positivos y negativos; asi mismo se establecio la
asociacion entre edad, raza, sexo, lugar donde se encuentre el perro y signologia,
con la reaccion positiva a la prueba, en base a la prueba de independencia Chi?.

Los resultados se presentaron en cuadros y gréaficas.

30



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados

Se utilizaron 30 perros con antecedentes de garrapatosis en el municipio
de Fraijanes, Guatemala; durante el periodo comprendido entre diciembre 2011 a
febrero 2012. Del total de las muestras, 2 perros (7%) presentaron anticuerpos
circulantes contra E. canis, mientras que 28 perros (93%) no presentaron
anticuerpos circulantes contra E. canis. (Tabla No.1, Grafica No.1)

Tabla No. 1. Numero de reactores positivos y negativos a E. canis en perros con
historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en el periodo Diciembre
2011-Febrero 2012.

No. DE MUESTRAS %
POSITIVOS 2 7%
NEGATIVOS 28 93%
TOTAL 30 100%

Gréfica No.1: Porcentaje de reactores positivos y negativos a E. canis en perros
con historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en el periodo
Diciembre 2011-Febrero 2012.

TOTAL DE MUESTRAS

| POSITIVOS MW NEGATIVOS
7%
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Los dos perros que presentaron anticuerpos contra E. canis fueron, un
macho sin raza definida de 8 afios de edad y una hembra de raza Labrador
Retriever de 5 afios de edad. Ambos perros viven dentro y fuera de la casa y de

ellos ninguno presento signos clinicos de la enfermedad.

Se utilizé la prueba de Chi cuadrado como prueba de independencia para
determinar la asociacion entre la seropositividad de anticuerpos contra E. canis y
la asociacion entre la edad de los perros bajo estudio. Por lo que se concluyers
gue no existe asociaciéon entre la edad del perro y la presencia de anticuerpos

contra E. canis. (Tabla No.2, Grafica No.2)

Tabla No. 2: Rango de edades de reactores positivos y negativos a E. canis en
perros con historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en el periodo
Diciembre 2011-Febrero 2012.

PRESENCIA DE ANTICUERPOS TOTAL

EDAD POSITIVO NEGATIVO
0- <3arfos 0 6 6
3- <6 afos 1 5 6
6- <9 afos 1 9 10
9- <12 afos 0 5 5
12 - <15 afios 0 3 3
TOTAL 2 28 30

Chi cuadrada calculada = 0.336
Chi cuadrada tedrica = 9.49

Grado de confianza =I 5%
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Gréfica No. 2: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros
de diferentes edades con historia de garrapatosis atendidos en la clinica
veterinaria en el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

Presencia de anticuerpos contra

E. canis en perros de diferentes edades
5
s |
; V7
e
5

m POSITIVO

4 H NEGATIVO
3
2
1
0

0-<3 3-<6 6-<9 9-<12 12- <15

anos anos anos afos afos

Para determinar la asociacion entre la seropositividad de anticuerpos
contra E. canis y la raza de los perros, fueron utilizadas en el estudio las razas
Labrador Retriever, French Poodle, Pastor Aleman, Schnauzer, Pug, Golden
Retriever, Chihuahua, Shih Tzu y perros sin raza definida (SRD), con lo que se
establecié que no hay asociacién entre la raza y la presencia de anticuerpos

contra E. canis al realizar la prueba de Chi cuadrado. (Tabla No. 3, grafica No.3)
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Tabla No. 3: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros de
diferentes razas con historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en
el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

PRESENCIA DE ANTICUERPOS TOTAL

RAZA POSITIVO NEGATIVO
Labrador Retriever 1 2 3
French Poddle 0 5 5
Pastor Aleman 0 1 1
Schnauzer 0 6 6
Pug 0 1 1
SRD 1 8 9
Golden Retriever 0 1 1
Chihuahua 0 2 2
Shih Tzu 0 2 2
TOTAL 2 28 30

Chi cuadrada calculada = 2.66
Chi cuadrada tedrica = 15.51
Grado de confianza = 5%

Gréfica No.3 Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros de
diferentes razas con historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en
el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.
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En la prueba de Chi cuadrado como prueba de independencia para
determinar la asociacion entre la seropositividad de anticuerpos contra E. canis
entre el sexo (macho y hembra) de los perros bajo estudio, se determiné que no
hay asociacién entre el sexo del perro y la presencia de anticuerpos contra E.
canis. (Tabla No. 4; Gréafica No. 4)

Tabla No. 4: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros de
diferente sexo con historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en el
periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

PRESENCIA DE
S'E,)éggg'- ANTICUERPOS TOTAL
POSITIVO | NEGATIVO
HEMBRA 1 14 15
MACHO 1 14 15
TOTAL 2 28 30

Chi cuadrada calculada =0
Chi cuadrada teo6rica = 3.84
Grado de confianza = 5%

Gréfica No. 4: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros
de diferente sexo con historia de garrapatosis atendidos en la clinica veterinaria en
el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.
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Para ver la asociacidon que hay entre la seropositividad de anticuerpos
contra E. canis y la presencia o ausencia de signos en los perros, utilicé la prueba
de Chi cuadrado como prueba de independencia. Con lo que se determiné que no
hay asociacion entre presencia de signos clinicos y presencia de anticuerpos

contra E. canis. (Tabla No. 5, Gréfica No.5.)

Tabla No. 5: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros
con presencia o ausencia de signos clinicos en perros con historia de garrapatosis
atendidos en la clinica veterinaria en el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

SIGNOLOGIA POSITIVOS |NEGATIVOS| TOTAL
PRESENTA SIGNOS 0 7 7
NO HAY SIGNOS 2 21 23
TOTAL 2 28 30

Chi cuadrada calculada = 0.0326
Chi cuadrada tedrica = 3.84

Grado de confianza = 5%

Gréfica No. 5: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis en perros
con presencia o ausencia de signos clinicos en perros con historia de garrapatosis
atendidos en la clinica veterinaria en el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

Presencia de anticuerpos contra E. canis
en perros que presentaban signos y perros
sin signos
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Asi mismo se utilizd la prueba de Chi cuadrada como prueba de
independencia, para poder ver la asociacion que hay en la serpositividad de
anticuerpos contra E. canis y el lugar donde vive la mascota. Dentro del estudio
se clasificé a los perros en tres grupos, los que viven exclusivamente fuera de
casa (patio, jardin, calle, terraza, etc.), los que viven solamente dentro de la casa y
los que viven en ambos lados (dentro y fuera de casa). Por lo que se dice que no
hay asociacion entre el lugar en donde vive el perro y la presencia de anticuerpos

contra E. canis. (Tabla No.6. Gréafica No.6)

Tabla No. 6: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis segun el
lugar donde viven los perros con historia de garrapatosis atendidos en la clinica
veterinaria en el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

LUGAR DONDE

VIVE EL PERRO |POSITIVOS |NEGATIVOS| TOTAL
FUERA DE CASA 0 7 7
DENTRO DE CASA 0 3 3
EN AMBOS LADOS 2 18 20
TOTAL 2 28 30

Chi cuadrada calculada = 0.1651
Chi cuadrada te6rica = 5.99

Grado de confianza = 5%

Grafica No. 6: Presencia de reactores positivos y negativos a E. canis segun el
lugar donde viven los perros con historia de garrapatosis atendidos en la clinica
veterinaria en el periodo Diciembre 2011-Febrero 2012.

Presencia de anticuerpos contra E. canis en perros
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6.2 Discusién

Es importante determinar la presencia de E. canis en nuestro pais, debido
a gque es una enfermedad infecciosa, mortal y de facil propagacion. Para obtener
una muestra mas homogénea se muestreo 15 machos y 15 hembras. Del total de
la muestra, se obtuvo dos casos positivos a la presencia de anticuerpos contra E.
canis, una hembra y un macho. El resultado positivo en el Kit rapido de ELISA 4Dx

indic6é que los caninos positivos tuvieron contacto con E. canis.

En la enfermedad no se han descrito signos patognoménicos, dentro de
los signos que pueden presentarse en dos de las tres diferentes fases de la
enfermedad (aguda y cronica) estan: anorexia, apatia, hematuria, epistaxis, fiebre,
anemia, linfoadenomegalia, petequias, vomitos, descarga oculonasal serosa a

purulenta, claudicacion, palidez de mucosas entre otras.

Dentro del estudio, los dos pacientes reactores positivos a E. canis con
historia de garrapatosis se presentaban en fase subclinica asintomatica, por lo que
es importante diagnosticar la enfermedad ya que la Ehrlichiosis se presenta con
signos variables y muy generales con periodos subclinicos, por lo que al haber
historia de garrapatosis debemos de descartar dicha enfermedad

En siete de los pacientes que presentaron diferentes signos (debilidad,
anorexia, palidez de mucosas, vomitos, fiebre, hematuria y enterorrea), con
historia de garrapatosis y negativos al test, se diagnosticaron las siguientes
patologias: urolitiasis, amebiasis, gastroenteritis, parasitosis por dipylidium canis e

intoxicacion con Dicumarol.
Se realizé el estudio en Fraijanes, Guatemala ya que por ser area
suburbana hay muchos perros con infestacion de garrapatas y éstas son las que

transmiten la E. canis. La época del afio en la que se trabajo la investigacion es
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independiente ya que el objetivo de mi estudio era detectar anticuerpos contra E.

canis y no la presencia de garrapatas en el perro.

Para determinar la asociacion que existia entre la presencia de anticuerpos
contra E. canis y edad, raza, sexo, presencia o ausencia de signos y lugar donde
vivia el perro se utilizé la prueba de Chi cuadrado de independencia con lo
que determiné que no hay asociacion entre la presencia de anticuerpos contra

E.canis y ninguna de las variables antes descritas.

El 7% del total de perros muestreados son reactores positivos a E. canis y

con ello queda evidenciada la presencia de E. canis en el municipio de Fraijanes.
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VIl. CONCLUSIONES

1. En el estudio realizado de 30 perros pertenecientes al municipio de
Fraijanes, Guatemala, se determind la presencia de anticuerpos contra E.
canis en dos perros con historia de garrapatosis (7%), lo cual confirma la
presencia de E. canis en el municipio.

2. No hay asociacién entre la presencia de anticuerpos contra E. canis y las
diferentes variables en estudio: edad, raza, sexo, presencia o ausencia de

signos clinicos y el lugar donde vive el perro.
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VIll. RECOMENDACIONES

1. El Snap 4Dx debe ser utilizado como un método rapido de diagndstico en
clinica para la deteccion de anticuerpos contra E.canis. ya que esto
favorece que el paciente pueda recibir tratamiento durante fase aguda o
subclinica, con respuesta positiva, y evitar asi que se desarrolle la fase
cronica.

2. Todos los perros con E. canis deben de recibir tratamiento, ya que la
Ehrlichiosis es una enfermedad mortal y altamente contagiosa.

3. Para el control de la Ehrlichiosis es necesario realizar un control sobre la

poblacién de garrapatas en el perro y en el area donde vive el perro.
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IX. RESUMEN

El objetivo del estudio fue generar informacion sobre la presencia de
Ehrliquiosis Monocitica Canina en el municipio de Fraijanes, Guatemala. El vector
de dicha enfermedad es la garrapata marron del perro (R. sanguineus). Esta

enfermedad puede presentar tres fases; la fase subclinica, aguda y cronica.

El estudio consistié en el muestreo de 30 perros pertenecientes al municipio
de Fraijanes, con historia de garrapatosis, atendidos en una clinica veterinaria en
el periodo comprendido entre Diciembre 2011 Febrero 2012. Utilicé el kit comercial
canine 4DX® de laboratorio IDEXX, el cual se basa en una prueba seroldgica
ELISA indirecta. El resultado positivo del kit indica que el paciente estuvo
expuesto a E. canis. Con la realizaciéon del presente estudio se demostro la

presencia de anticuerpos contra E. canis en dos perros del municipio.

Para determinar la asociacion que existia entre la presencia de anticuerpos
contra E. canis y edad, raza, sexo, presencia o ausencia de signos y lugar donde
vivia el perro utilicé la prueba de Chi cuadrado de independencia. Con lo que
determiné que no hay asociacion entre la presencia de anticuerpos contra E. canis

y ninguna de las variables antes descritas.
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SUMMARY

The main purpose of this study was to generate information of the presence
of canine monocytic ehrlichiosis in Fraijanes, Guatemala. The vector of this
disease is known as the dog’s brown tick (R. sangineus). This specific disease

may present itself in three different forms: subclinical, acute or chronic.

This study used a sampling which consisted of 30 dogs that reside in
Fraijanes, Guatemala and that had history of tick infestation. The dogs were
sampled in a veterinary clinic between December 2011 and February 2012. | used
the commercial kit 4ADX® that belongs to the IDEXX laboratory; it is based on an
indirect Elisa serologic test. A positive result indicates that the patient has been
exposed to E. canis. The final result showed that two out of the thirty dogs had E.

canis antibodies present.

To determine the association between the presence of E. canis antibodies
and age, race, sex, presence or absence of clinical signs and the area where de
dog lived | used the independence chis squared test. This led to the conclusion
that there is no association what so ever between the presence of E. canis

antibodies and all of the previously mentioned variables.
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Xl. ANEXOS
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11.1 Encuestas para muestreo

Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Escuela de Medicina Veterinaria

“Determinacion de la presencia de anticuerpos circulantes contra Ehrlichia canis en perros

Fraijanes, Guatemala, en el periodo comprendido entre Diciembre 2011 — Febrero 2012”

Fecha:

con historia de garrapatosis atendidos en una clinica veterinaria del municipio de

dia mes afo

No. De Muestra:

Datos de la Mascota:

Nombre:

Raza: Sexo:M [] [

Edad: Color: Peso:

Temperatura Condicién corporal 1. 1 2[ 13 []4 15 []
FC ___ ppm FR __ rpm Llenado capilar

Coloracién de mucosas

Anamnesis:

¢ Ha padecido de garrapatosis? Si [1No []

¢Hace cuanto observo garrapatas en su perro?

¢ Donde se mantiene su perro?
= Dentro de casa[_]
» Fueradecasa [ ]
= En ambos lados []
¢, Su mascota ha presentado anorexia, debilidad o decaimiento?
= Si[] No []Otros
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11.2 Diagrama de resultado de kit 4DX canine IDEXX

Antigen ‘ Conjugate ’O Antibody—-<

La muestray el
conjugado son
combinados en el tubo
de muestra. El
conjugado contiene el
antigeno con la enzima
especifica adherida a él.
La matriz es
presembrada con
anticuerpos especificos
del antigeno.

—@O

» t *
"Co
<90
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When SNAP device is activated, three distinct events occur:

* t [ w L}
F ’ +* F " t - 2
— O —@O —O \I\e_ an®

El antigene y el conjugado se unen en la
matriz ligada de anticuerpo activando el
dispositivo.

—@0 —4@0 —@0 —40
Lafase de lavado remueve los componentes
no ligados y no especificos del conjugado y la

muestra de sangre del fondo de la matriz para
el paso final.

—&@0 —@0

El sustrato se mueve atraves de la matriz
limpia y este reacciona con el conjugado para
amplificar la presencia del antigeno para
incrementar la sensibilidad y eliminar errores,
la lectura es de color azul, la cual varia en su
intensidad desde muy suave afuerte.
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—_— La reaccion
. dorma un punto
azul que se
vizualiza en la
ventana de
resultado para su
posterior lectura

ESQUEMA DE POSIBLES RESULTADOS

=
! Positivo a EMC

=

r Negativo a EMC
-

=

Resultado invalido
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