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RESUMEN

La Ehrlichiosis canina es una enfermedad causada por diversos
microorganismos rickettsiales, principalmente Ehrlichia canis. Esta reportada
alrededor del mundo como una enfermedad zoonoética y en el Peru, fue
detectada en 1982. El presente estudio se llevd a cabo en la ciudad de Jaén y
tuvo por finalidad determinar la relacion existente entre el diagnéstico clinico y
el de una prueba inmunocromatografica; y encontrar las alteraciones que se
presenten en el hemograma de caninos con Ehrlichosis comprobada, para lo
cual fueron sometidos al test E. canis Ab Test Kit BIONOTE Inc; 30 caninos con
diagnostico clinico a Ehrlichosis fueron sometidos al test, encontrandose un
33.3% de error cuando el diagnéstico se efectua solo mediante el examen
clinico. Asimismo, de los 20 caninos positivos, 09 se encontraron en fase
aguda y 11 en fase crbnica, en los caninos en fase aguda se determiné la
presentacion de anemia macrocitica normocrémica, disminucidon de la
hemoglobina y el hematocrito, acompafiado de un leve aumento de los
trombocitos, en los caninos pertenecientes al grupo en fase cronica se hallé
anemia macrocitica hipocromica, trombocitopenia y leucopenia con disminucion
de los neutrofilos segmentados. Se compararon estadisticamente, mediante la
prueba de T no apareada los valores hematoldgicos promedios y la féormula
diferencial promedio correspondiente a ambos grupos, encontrandose
diferencia solo en lo relacionado a trombocitos, siendo el recuento mayor en la
fase aguda con una probabilidad de p<0.01. | |

Palabras clave: Ehrlichia canis, hematologia y test inmunocromatogréfico.



 ABSTRACT

Canine Ehrlichiosis is a rickettsial disease caused by various microorganisms,
mainly Ehrlichia canis. It is reported around the world as a zoonotic disease and
Peru was detected in 1982. The present study was conducted in the city of Jaén
and was aimed to determine the relationship between clinical diagnosis and an
immunoassay; and find the alterations that occur in canine blood count with
Ehrlichosis proven, for which underwent the test E. canis Ab Test Kit bionote
Inc; 30 dogs with clinical diagnosis Ehrlichosis were subjected to the test, being
33.3% error when the diagnosis is made by clinical examination alone.
Similarly, of the 20 positive dogs 09 were found in acute and 11 phase chronic
phase in canine acute phase presenting macrocytic normochromic anemia,
decreased hemoglobin and hematocrit was determined, accompanied by a
slight increase thrombocytes in canines belonging to the group in chronic phase
macrocytic hypochromic anemia, thrombocytopenia and leucopenia was found
to decrease segmented neutrophils. They were compared statistically by
unpaired t test haematological values averages and average differential formula
for both groups difference was found only in relation to thrombocytes, the
highest count in the acute phase with a probability of p <0.01.

Keywords: Ehrlichia canis, hematology and immunochromatographic test..
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La Ehrlichiosis canina es una enfermedad inmuno depresiva de los caninos
domésticos y silvestres, tiene una distribucion mundial. Es también llamada
‘enfermedad del perro rastreador”, “pancitopenia canina tropical’, “fiebre

canina hemorragica’, y “ tifus canina” (Ffisby, 1997).

Esta enfermedad es producida por una rickettsia, la Ehrlichia canis,
microorganismo gram negativo,.pleomorfico, que infecta a los monocitos
circulantes dentro de su citoplasma en agregados denominados ‘moérulas’. E.
canis es transmitida por la garrapaté marron del perro, el Rhipicephalus
sanguineus, la cual ocurre en forma transestadial, pero no transovarica
(Waner y Harrus, 2000). CL e

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 é’réﬂas endémicas durante los meses de
primavera y verano, cuando la poblaci'éh.tde garrapatas es mas activa. Como
la trasmision de la ehrlichiosis:es mecanicay no biologica, las transfusiones
de sangre infectada pueden ocasionar altas tasas de infeccion (Waner y
Harrus, 2000).
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La garrapata marrén del perro, Rhipicepha/us sanguineus, tiene una alta
prevalencia en el Peru (Liberato, 1996}); sin embargo, no existen reportes
sobre |a presencia de la E. canis en ‘,.I,“ad} ciudad de Jaen diagnosticados por
inmunocromatografia, lo que motiva el presente trabajo de investigacion, a
fin de determinar su correlacion con el diagnostico clinico y con su

comportamiento en el hemograma para los casos positivos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion existente entre el diagnéstico clinico y el de una
prueba inmunocromatografica y las alteraciones que se presenten en

el hemograma, en caninos con Ehrlichiosis comprobada.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Confirmar mediante prueba inmunocromatografica, la
sensibilidad del diagnéstico clinico a Ehrlichiosis canina.
2. Determinar al hemograma las alteraciones que se presenten en

caninos positivos a Ehrlichiosis tanto en fase aguda como en

cronica.



HIPOTESIS

Los caninos con diagnédstico .confirmado de Ehrlichiosis presentan
alteraciones en la serie roja, blanca y plaquetas reportadas en un

hemograma completo.
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CAPITULO 1l

MARCO TEORICO

ETIOLOGIA

Los microorganismos del género Ehrlichia son considerados como
parasitos intracelulares obligados los cuales producen ehrlichiosis
monocitica canina. Esta _pequ?ﬁa bacteria gram negativa cocoide
pleomorfica se presenté éﬁllffdr;ha intracitoplasmica en grupos de

~organismos llamados moérulas (Dumler et al, 2001). Se han

identificado tres miembros del grupo; E .canis, E. chaffensis y E.

ruminantium las cuales infectan a los monocitos de los perros.

E. canis .

E. canis fue identificado: ‘" bor ﬁﬁﬁrﬁéra vez en 1935 (Donatein y
Lestoquard, 1937).

En 1991, se descubrié una nueva especie del género Ehrlichia, E.
chaffensis, |a cual ocasiona‘la ehrlichiosis monocito tropica humana. .
E. canis tiene una distribucién mundial; asi, puede ser encontrada en
Asia, Africa, Europa y América. El'reino unido y Oceania parecen. no
presentar la infeccion por E éanis (Jittapalapong y Jansawan, 1993;
Martin et al., 2000). - .

Se considera que el zorro, el petro y- el chacal, ademas del perro
domestico, son huéspedes reservorio. El vector artropodo de E. canis

es .la garrapata Rhipicephalus sanguineus. Esta garrapata de un
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huésped prefiere alimentarse de perros en las tres etapas del ciclo
vital, se tiene también evidencia también de transmisiéon de la

infeccion por Dermacentor variabilis, la garrapata americana del perro
(Jonson et al., 1998).

o4y
4

La transmision es transestadial, como no ocurre propagacion
transovarica, el vector‘garra'pat'a,: 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 infeccion a caninos susceptibles durante por lo menos
155 dias después de la infeccion (Groves et al., 1975).

PATOGENESIS

Como en otras infecciones una' variedad de factores, incluido el
tamafio del inéculo 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 inmuno transferencia de
respuesta de Ig G a E. canis.ha:mostrado que puede existir diversidad
antigenica 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).:: - ..0w0 RETE
La enfermedad concomitante’ con otros parasitos transmitidos por
garrapatas u otros patégenos puede afectar también la gravedad y las
manifestaciones de la enfermedad. Es posible que los animales
inmuno deficientes desarrollen manifestaciones mas graves y es mas
probable que muestren ‘gran ‘¢antidad de morulas circulantes. No
existe predileccion de edad nhi‘sexo en la ehrlichosis canina, sin
embargo, parece que los Pastores alemanes son mas susceptibles
que otras razas. La enfermedad .en esta raza es mas grave y presenta

un pronostico menos favorable que en otras (Nyindo et al., 1991).

3
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Puede haber propagacion iatrogénica con transfusiones de sangre de

donantes infectados.

Durante el periodo de inc‘ubacién, el cual es de 8 a 20 dias, los
organismos se multiplican, en los macréfagos y el sistema fagocitico
mononuclear, mediante f|3|on binaria y se propagan por todo el
organismo. El curso de Ia ehrhChIOSIS se ha divido en tres fases
aguda, subclinica y crénica sobre la base de los signos clinicos y
anormalidades cllnlcopato|_og|pqs después de la inoculacion

experimental.

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 (Frisby, 1997).

Las anormalidades tipicas- de-'laboratorio en esta fase incluyen
trombocitopenia, - leucopenia-y ariemias leves. En esta fase se
multiplican  los microdkganismos' en células mononucleares
(macréfagos vy. Iinfocitos)"'--vpor‘-f'fj?$'ién binaria y se diseminan a la
totalidad del cuerpo (Neer, 2000; Ettinger, 1992).

La replicacion inicialmente se da en leucocitos mononucleares
circulantes, los que luego, colonizan los dérganos conformados por
células de tipo mononuclear, tales como el bazo, higado, médula ésea
y nodulos linfaticos donde provocan una hiperplasia con infiltracion de
células plasmaticas (Neer, 2000).

b _ SR ,1_»=>‘. ‘ - .

Se ha demostrado la presencia de Anticuerpos Antiplaquetarios (AAP)
en el suero de los animales- infectados con Ehrlichia canis, apoyando
la idea de la destruccion plaquetaria’ por parte del sistema‘inmune en
esta fase (Harrus et al,, '1‘99;’6;‘ Waner et al., 1995).



La mduccnon para la producmon de los AAP es ejercida por los
antlgenos Ehrllchlales que parecen ser antlgemcamente SIm|Iares a
las moléculas plaquetarlas esto ‘explica porque el sistema mmune
esta involucrado en la destrucmon celular. En esta etapa aun no se
desarrolla dafio medular, por el contrarlo ante el volumen plaquetario
disminuido se presenta una trombopoyesis activa (Waner et al., 1995).

La funcion de las plaquetas (medida mediante respuestas de
agregacion) se observa dlsmnnwda y, aunada a la cifra baja,

contribuye a la hemorragla (Neer 2000)

La mayoria de los caninos se recupera de la enfermedad aguda con
tratamiento adecuado. Es posibl'e que los caninos no tratados o mal
tratados, ingresen a la 'fase‘ ‘smjbcl'i'nica.

La trombocnopema es . el hallazgo hematologlco mas comun y
con3|stente en la EMC aguda Un aumento concurrente y significativo
del volumen medio de plaque_tas es también usualmente visto,
reflejando una trombopoyesis :activa. En la fase aguda de la
enfermedad es comun la leucopenia y la anemia moderada
(usualmente normocitica, normocromica, no regenerativa) ( Waner y
Harrus. 2000). - - e

Fase subclinica L

Durante esta fase, el canino se normaliza y la pirexia se r‘esUelve.
Desde el punto de vista ¢linico; los animales se ven saludables; sin
embargo es posible que-‘loé recuentos de plaguetas permanezcan en
niveles inferiores a los rangos defeferencia (Waner et al., 1996). "

S
CE

La persistencia del antigeno en’las células infectadas obra como
estimulo para el sistema inmune’:‘Los titulos de anticuerpos se elevan

grandemente en esta fase y los animales inmunocompetentes por lo
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general eliminan al microorganismo en esta etapa. Los signos clinicos
estan ausentes pero pérsiisten los cambios hematoldgicos,
principalmente la trombocitopenia (Ettinger, 1992; Sainz et al., 2000).

Esto indica que los cambios pato!oglcos continuan, solo que no son
observados clmlcamente (Harus et al., 1998).

Como consecuenma de Ia mfeccnon se produce una respuesta inmune
humoral importante que a menudo no es capaz de ehmlnar el agente
patdgeno (Sainz et al., 2000).

Los perros que se encuentren dentro de la fase subclinica pueden ser
portadores persistentes (Harrus et al., 1998). |

Infecciones experimentales.nindiéa'n que es probable que el bazo aloje
organismos de E. canis durante la fase subclinica de la enfermedad.
Caninos a los que se les realizé esplenectomia y fueron infectados de
forma experimehtal con E.:Can,is- mostraron enfermedad clinica leve en

comparacion con los no esplenectomisados (Harrus et al., 1998).

Fase cronica eI,
En su forma grave, se desarrolla’de 1- 4 meses luego de la mordida

de la garrapata y puede set| ya sea leve o severa (Frisby, 1997).

Los signos clinicos mas comunes en la enfermedad crénica- son
debilidad, depresion, anorexia, pérdida crénica de peso, palidez de
mucosas, fiebre y edema periférico especialmente en miembros
posteriores y escroto (Waner y Harrus, 2000).

De todos los signos- hemorragicos. observados en la fase crénica
(petequias, equimosis, hematuria; melena, hemorragias oculares) la
epistaxis es el mas frecuente (Sainz et al; 2000). '
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También puede haber infecciones secundarias, neumonias intersticial,

falla renal, artitis y signos héurﬁlég‘icos (Waner y Harrus, 2000).

Esta fase se caracteriza por reduccion en la produccion de elementos
sanguineos por parte de |a medula Osea, ocasnonando pancutopema
La hlpoplaSIa medular conlleva al estado pancutopemco que se
presenta en las etapas cromcas graves. Por lo tanto, existe una
tendencia hemorragica marcada en esta fase debido principalmente a
la trombocitopenia persistente yl trombocitdlisis marcada (Ettinger,
1992). | | |

Cada vez mayor cantidad de evidencia confirma la suposicién de que
los mecanismos hlperlnmunes estan involucrados en la patogénesis
de la ehrlichiosis. Estos. mcluyen infiltracion generalizada de células
plasmaticas de la medula Osea y el parénquima de los 6rganos,
aparicion de hnpergammaglobu||nem|a policlonal que no se
correlaciona con titulos espe‘crflcos de anticuerpos a E. canis
(Grindem et al., 1999; Harrus et al., 2001).

Ocurre trombocitopenia, Iav:a'norrﬁélidad hematologica mas comun de
perros infectados por E. canis;en todas las fases de.la enfermedad
(Gaunt et al., 1996; Harrusiet al., 1999).

La disminucién de la produccién de plaquetas, ocurre como resultado
de una medula 6sea 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.
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Signos multisistémicos
Comulnmente se observa, depresmn letargia, leve perdlda de peso y
anorexia, con o_sm':ten'den‘qlgbs hemorragicas. Si se presenta
hemorragia, ésta _oc;qrre:pprr.(fp%t_equias dérmicas o equimosis, 0
ambas. Es frecuente ' la epistaxis, al examen clinico se puede
encontrar linfadenomegalia y esplenomegalia en un 20 y 25 % de los

paciente, respectivamente (Woody y Hoskins, 1991).

Signos Oculares . ,
Es posible que los caninos muestren cambios en el color o la
apariencia de los ojos o desarrollen ceguera. Los hallazgos mas
comunes son uveitis anterior y.enfermedad retinal, como corioretinitis,
papiledema, hemorragia retinal, infiltrados perivasculares'retina|es y
desprendimiento de retina bulloso, y pueden dar como resultado
ceguera aguda (Gould et al.;-2000).

PR AT
LN

Signos neuromusculares -

Los signos neuroldgicos pueden ocurrir tanto en'la enfermedad aguda
como cronica. Estos incluyen 'signos meningoencefalitis, como por
ejemplo: lomo arqueado,-dolor severo de cuello y lomo paraparesia o
tetraparesia, ataxia, déficit en-la funcién de los nervios craneales, y
convulsiones. Los signos: neurolégicos pueden ser debido a
hemorragias, infiltracion celular-extensa y compresion perivascular de
las meninges (Wanery Harrus-;wgz-@oo.). i

V1 ‘ﬂ y

Se han observado convulsmnes estupor ataxia con disfuncién_
vestlbular perlferlca o central aguda temblores e hlpereste3|a
hquudo cefalorraqwdeo (LCR) en algunos casos (Maretzki et al.,
1994).
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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 o deposicion de
complejo inmune con artritis como resultado y efusion neutrofilica en
la articulacion. Se ha asociado-la mayoria de los casos de poliatritis
con infeccion por cepas granulocitotropicas (Cowell et al, 1988,
Stockham et al., 1992). o

DIAGNOSTICO | |
En general, el diagnééti06 "de" la ehrlichiosis se basa en una
combinacién de signos clinicos, anormalidades hematolégicas,
trombocitopenias y hallazgos seroldgicos. En la actualidad, se utilizan
en mayor medida las técnicas de PCR e inmunotransferencia.
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 pancitopenié es el resultado de la hipoplasia de las
células precursoras de la médula 6sea, ocurre en la fase cronica
grave (18% de los casos) y, con mayor frecuencia, en los perros
Pastores alemanes (Woody'y Hoskins, 1991).

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). . .- o
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Dentro de la serie blanca puéden encontrarse diferentes alteraciones,
como neutropenia, linfocitosis o linfopenia y monocitocis, aunque
estos hallazgos pueden s"'e‘;r"m'u‘y variables (Mylonakis et al., 2004).

Las anormalidades qU|m|cas de suero mas frecuentes han |nc|wdo
hiperproteinemia (33%) hlperglobuhnemua (39%), hlpoalbum|nem|a
(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 | SRR

Puede realizarse un diagnostico definitivo de enfermedad por ehrlichia
mediante una demostracion de presencia de moérulas en los leucocitos
eh frotis de sangre o aspirédc)s devtejidos como el bazo, el pUImén oel
ganglio linfatico. Resulta-fdificily lleva tiempo encontrar mérulas, ‘pero
esto puede optimizarse medlante la realizacion de frotis de la cepa
leucocitica o examen de frotis delgados de sangre realizados a partlr
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) o, en pocas ocasiones,
en LCR. Los estudios citolégicos de sangre periférica, capa
leucocitica, aspirados de ganglio:linfatico, aspirados de médula 6sea y
cultivo a corto plazo de espeéfrﬁenes de sangre mostraron mayor
sensibilidad en la deteccion de ‘organismos en capa leucocitica y

aspirados de ganglio linfatico (Murphy et al., 1998).

Pruebas serolégicas = - i .7
Un diagndstico de ehrlichiosis se basa en:general en resultados

positivos de pruebas indirectas. Esta prueba detecta anticue‘rpqs
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séricos incluso 7 dias después de la infeccion inicial, a pesar de qué
es posible que algunos de los perros se tornen seropositivos hasta 28
dias después de que comienza la infeccion. Por lo tanto, es posible
gue un perro esté infectado en forma aguda y no presente titulo
demostrable de anticuerpos-séricos. Cuando los resuitados 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 infeccidn, el titulo esta
formado por IgA e IgM y para Ios}‘20 dias, la mayor parte es IgG. La
mayoria de los laboratorios miden este anticuerpo. La metodologia y
los informes difieren entre los laboratorios; por lo tanto, no se Ilegé,"a
un consenso sobre el nivel absoluto de reactividad. En general, se
considera que un titulo de 1gG de 1:80 o mayor es evidencia de
infeccion o exposicion 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.tor*na--.hegativo‘ en general de 6 a 9 meses.
Es posible que algunos se tornen asintomaticos luego del tratam'iénto,
pero siguen reteniendo - titulos.muy altos a E. canis durante afos
(Bartsch et al., 1996; Perez 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
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dentro de los 4 a 10 dias.pos inoculacion 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.
Las técnicas y los reactivos: de laboratorio actuales no estan
estandarizados (Engvall et al., 1996; Mc Bride et al., 2001).

Hallazgos patoldgicos

Las hallazgos patolégicos de perros infectados por E. canis incluyen
hemorragias, petequiales y ‘equimoéticas en la superficie  de las
mucosas y serosas de ‘la’ mayoria de los érganos incluso de la
cavidad nasal, el pulmoén, el¥rifio,. la vejiga urinaria, el tracto
gastrointestinal (Gl) "y el "l'téjido 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 vy
muestren una decoloracion’ amarronada. Un hallazgo adicional en
casos cronicos es emaciaciéon con pérdida de condicion corporal
general. La médula 6sea es hipercelular y muestra un color rojo en la
fase aguda, aunque con la enfermedad cronica se torna hipoplasica y
muestra un color palido por decoloracion grasa. Uno de los hallazgos
histopatolégicos mas. 'caracteristicos es un -infitrado de célula
plasmatica perivascular:en gran ‘cantidad de érganos incluidos los
pulmones, el cerebro, 'las meninges, los rifones, los ganglios

linfaticos, la médula 6sea, el'bazo ya veces la piel o mucosa. Parece
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que el grado de infiltrados de célula plasmatica y linfoide aumenta en
los caninos afectados de forma crénica (Lockhart et al., 1997).

Resulta dificil detectar de forma histolégica los organismos de
ehrlichia en tejidos fijados en formalina o soluciéon de Bouin. Con poca
frecuencia se observan morulas 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
histologica explique la razén-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:encefalico, el cerebro medio y la corteza

cerebral. La mayoria de las lesiones se ubican en direccion ventral en

el tronco encefélico y alrededor de la materia blanca y gris

periventricular (Trapp et al., 2002).
En la necropsia se presentan:lesiones meningeas microscopicds en
casi todos los perros aunque’algunos muestran signos clinicos de
meningitis. B

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 hipema. También es
posible que ocurra hemorragia subretinal y desprendimiento retiniano
(Pancholi et al.,'1995). . == .
ALTERACIONES HEMATOLOGICAS

La trombocitopenia es casi un factor constante en la infeccion por

Ehrlichia, apareciendo a los 15-20" dias post-infeccion y pudiendo
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persistir durante todas las fases de la enfermedad (Troy et al., 1980;
Greene et al., 1985; Kuehn y Gaunt, 1985; Codner y Farris-Smith,
1986; Breitschwerdt et al;,11987; Davoust et al., 1991; Harrus et al.,
1997). '

Sin embargo, .se han- descrito casos de ehrlichiosis - sin
trombocitopenias (Woody y Hoskins, 1991; Frank y Breitschwerdt,
1999).

La patogenia de la trombocitopenia es compleja y multifactorial,
participando mecanismos inmunologicos y no inmunolégicos que
producen una disminucion-de la pfoduccién y un aumento de la
destrucciéon de plaquetas (Weisiger et al.,, 1975; Harrus et al., 1996;
Grindem et al., 1999). 1: - - /

Durante la fase "aguda:de Ehrlichosis canina, los perros suelen
presentar trombocitopenia, leucopenia, fiebre, depresion y anorexia
(Neer y Harrus, 2006).
.
La fase cronica de la Ehrlichosis canina se caracteriza por el deterioro
de la produccion medular de los elementos sanguineos generando
pancitopenia (Torres y De la Fuente, 2006).
o

Las alteraciones hematoldgicas (trombo-citopenia, leucopenia vy
anemia) son frecuentes en los casos de Ehrlichiosis canina (Ettinger,
1992). Lot AN e BT -

Hematolégicamente, en la fase aguda se observa trombocitopenia,
anemia y leucopenia en intensidades leves .0 moderadas (Botelho de
Castro et al., 2004),.-pudiendo encontrarse leucocitosis con

monocitosis y/o linfocitosis. En la Ehrlichosis canina suele encontrarse
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leucopenia (32% de los casos) seguido por leucocitosis (Ettinger,
1992), con monocitosig ‘y/g Ii,nfgcitosig (Parnell, 2004; Greene,_, 19_97).

En la Ehrlichiosis canina, generalmente la anemia es no regenerativa,
encontrandose la misma en el 82% de los casos (Neer 'y
Harrus,2006; Sainz et al., 2000).

Se encuentra neutropenia en casos de enfermedades inflamatorias y

enfermedades infecciosas (Couto, 2011).

Se presenta eosinopenia en casos de estrés, intoxicacion y
administracion de corticoides, no siendo muy significativo (Couto,
2011).

El diagndstico de anemia se establece a través de una interpretacion
conjunta de historia clinica, del examen fisico del paciente y de los
hallazgos provenientes del. hemograma (McKenzie, 2000).

Con base en el indice eritrocitico citado por Barger (2002), las
anemias se clasifican por el Volumen Corpuscular Medio (CMV) en
microciticas, normociticas y macrociticas, y por la Concentracién
Media de Hemoglobina (CMHC) en hipocrémicas, normocrémica e
hipercromicas. Por su parte, las anemias no regenerativas ocurren por
falta de una respuesta eritropoyética eficaz de la médula ésea.
(Barger, 2002)

Las alteraciones hematologicas en infecciones por Ehrlichia canis
incluyen anemias que suelen ser. no regenerativas (Matthewman et
al., 1993, Bichard et al., 1998; Goldman et al., 1998).

La anemia normocitica normocréomica es la que con mayor frecuencia
puede estar presente en enfermedades rickettsiales, como es el caso
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de la ehrlichiosis canina, tal como |o senalan (Goldman 1998, Barger
2002 y Suto et al., 2001)

En la comunidad del Mur{iCipib de Le6n — Nicaragua de un total de 27
muestras sanguineas de canin'oé:positivos a Ehrlichosis se encontrd
un 70% de los animales con valores bajos de hematocrito, un 77,7%
tenla los niveles de hemoglobina por debajo del parametro f|S|oIog|co
y el 85% de los casos presento un conteo eritrocitario por debajo de lo
normal (Rlvas etal., 2010) |

Se llevo a cabo un estudi6 en 77 caninos que llegaron a la Clinica de
Animales Menores de la UNMSM y se obtuvo que el 90.5 + 7.3%, el
88.9 ¢+ 92% y el 821 ¢ 92% de los casos con trombocitopenia,
leucopenia y anemia,: respectlvamente, evidenciaron anticuerpos
contra E. canis determinado por una prueba de ELISA (Hoyos et al,
2007). '

Se reporta un estudio ‘de ser0'p'néva|ehcia de ehrlichiosis y variables
hematoldgicas en dos protectorasv de Valencia-Espafia, el 69,37% de
los perfos fueron positivos a'.Ehrlichia canis y como alteraciones
hematologlcas tan solo se’ observo trombocitopenia en un 36% de los

casos y presencia de Imfocut03|s (Lorente, 2006).
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2.6. VALORES HEMATOLOGICOS REFERENCIALES

e Serie Roja

Tabla 01. Valores hematolégicos de referencia (X+/-1,96 DE) para 120n

caninos de la cuidad de Cajamarca — 2012.

PARAMETROS VALORES DE

HEMATOLOGICOS | = NP | XHDE REFERENCIA
Eritrocitos 10°ul . 6,8+/-0.9 50- 8,9
Hematocrito % 49,1 +/-45 40 - 58

< ["Hemoglobina T gldr o [ 19+-2,3 145-235
VCM Fi 72,8 +- 6,7 59,7 - 85,9
CHCM gdl 7 38,7+-67 31,1-46,3
HCM Pg | 281+-34 214-34,8

Plaquetas

Promedio 165 X+/-18DE-: .- .1
Rango 130-200X10%/ul , ..
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e Serie Blanca

Tabla 02. Valores hematologicos de referencia (X+/-1,96 DE) para la
serie blanca en 120 caninos de la ciudad de Cajamarca-

2012.
PARAMETROS ~ UNID — X+/-DE VALORES DE
HEMATOLOGICOS . REFERENCIA
Leucocitos - 10%ul 8,8+/-12 6,4-11,2
Neutrofilos % 66,7 +/-2,4 62-71
Segmentados 10%ul 5,9 +/- 0,8 43-75
Neutrofilos % 1,7 +/-1 0-4
Abastonados , 10%0 0,1 +/- 0,1 0-0,3
% 2,7 +-1,1 1-5
Eosindfilos
10%ul 0,2 +/- 0,1 0,0-04
% o 1,4 +/-0,9 v 0-3
Monocitos . il e :
10%ul 0,1 +/- 0,1 0-0,3
% 27,6 +/-2,2 23-32
Linfocitos
10l 2,4 +-04 1,6-3,2
% ' 0 +/-0 0-0
Basofilos : . :
10°ul 040 ~0,00-0,00

Sanchez, B., 2012. Tesis para dptar el Titulo Profesional de Médico Veterinario.
Valores Hematoldgicos de referencia en caninos mestizos (canis lupus familiaris) de la

ciudad de Cajamarca - 2012.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
« ANAPLASMOSIS .

La anaplasmosis se adquiére a través de la mordedura por garrapatas
de pequefios mamiferos, también se ha asociado a la extraccion
manual de garrapatas de caninos. En estos Gltimos, produce fiebre,
mialgias,  manifestaciones - netjrolégicas, oculares, edema,
“hemorragias y signos respiratorios entre otros (Gasser et al., 2001).
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Los sintomas pueden. ser similéres a los de éhrlichosis canina
(Greeney Breitschvert, 2000). |

PIROPLASMOSIS
La piroplasmosis canina: (Babesia canis) transcurre con anemia,

apatia, letargo, mucosa ictérica, fiebre, anorexia, diarrea con sangre,

de acuerdo a lo manifestado por Birchard y Sherding (1998), los
sintomas que se producen en:perros parasitados son la anemia, la
apatia, intermitentemente fiebre, pérdida de apetito, sangrado,
hemorragia e ictericia, hemolisis aguda, hemoglobinuria,
esplenomegalia, linfadenopatia, e intolerancia al ejercicio. Los perros
positivos a Ehrlichia canis muestran una anemia aguda. Los signos
incluyen perdida de apetito, depresion, tos, fiebre, vomitos, diarrea,
moretones, dificultad para resp"irar, sangrado, similar a lo encontrado

a Piroplasmosis canina ( Morais, 2004).
TRATAMIENTO

Farmacoterapia especifica

Los agentes antirrickettsias 'y “los cuidados de apoyo forman el
tratamiento para la ehrlichiosisi-canina. Los farmacos eficaces han
incluido tetraciclinas, - ' cloranfenicol, diprionato de imidocarb y'
amicarbalida. En general cuanté ‘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 crénica

grave (Murphy et al., 1998). -

Es posible que en estos ‘perrs sea dificil resolver los cambios
inflamatorios multisistémicos y la mielosupresién. 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
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minociclina. Estas ultimas son tétraciclinas semisintéticas y solubles
en lipidos que se "'abs'or'ben con facilidad para provocér
concentraciones altas en sangre tejido e intracelulares. Como es
posible que las ehrlichias per3|stan en forma intracelular, es
importante la penetracion del farmaco en la célula para eliminar la
infeccion. Por lo tanto, pueden adm|n|strarse tetraciclinas solubles en
lipidos por un periodo mas corto y a dosis mas bajas que las
tetraciclinas sin dejar de ser eflcaces El periodo de tratamiento
sugerldo con doxncucllna es de 7 a10 dias, aunque un estudio encontré
que la doxiciclina (10mg/kg por dla) durante 7dias no resultd eficaz
para eliminar la infeccion por E. canis inducida en forma experlmenta|
a partlr de3ab perros (Mc Brlde ot al., 2001) '

La doxiciclina restaura ulé:‘:-"cépat;idad fagocitica del huésped; es
probable que lo haga mediantexla inhibicion de la sintesis de una
proteina bacteriana que retrasa.la fusion (Weiser et al., 1991).

El imidocarb, es un farmaco antiprotozoo, ha resultado exitoso para

tratar infecciones resis,tenteé:a"anj‘canis (Matthewman et al., 1993).

Este farmaco persiste eﬁ 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 recuperd. Ademas del
tratamiento antimicrobiano, quizas se justifique la fluidoterapia de
apoyo para la deshidratacién-.o las transfusiones sanguine’as si el
perro se encuentra gravemente‘anémicb (Aroch et al., 2001).

El tratamiento a corto plazo (2 ‘a 7. dias) con dosis inmunosupresorés
de glucocorticoides (2mg/kg' de prednisona) puede resultar
beneficioso durante la etapa terhprana del periodo de tratamiento,
cuando se presenta trombocitopenia grave o que constituye'un riesgo
para la vida. Un mecanis‘mb.f:'mediado por respuesta inmune es
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responsable, en parte de la trombocitopenia y la disminuciéon 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
granulocitotrépica, se . necesitaron glucocorticoides -ademas de
doxiciclina antes de lograr:la resolucién clinica de los signos (Greene,
2008). |

Inmunocromatografia

La 'in‘munocromatograﬁa se basa en la migracion de una. muestra
através 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 deteccion. Si la muestra contiene el antigeno a problema,
éste se unira al conjugado formando un complejo inmune y migrara a
través de la membrana de nitrocelulosa. De lo contrario, migraran el
conjugado y la muestra sin unirsé: La zona de captura esta formada
por un segundo anticuerpo’ especifico. contra otro epitopo del
antigeno. Al llegar la muestré a esta zona, los complejos formados por
la unién del antigeno y conjugado quedaran retenidos y la linea se
coloreara (muestra positiva). En €l caso contrario las muestras son
negativas. La zona control esta formada por un tercer anticuerpo que
reconoce al reactivo de deteccion. Cuando elresto de muestra
alcanza esta zona, el anticuerpo:se unira al conjugado libre que no ha
quedado retenido en la zona deicaptura. Esta linea es un control de
que el ensayo ha funcionado 'bien, porque se colorea siempre, con
muestras positivas y negativas reténidos (Lee et al., 2007 y Weitzel et
al., 2007).



-, CAPITULO il

MATERIALES'Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo de. investigacion se realiz6 en la Clinica
Veterinaria “La Casa del Veterinario” y en el laboratorio "Diagnostica
Lab. E.LR.L" dela ciudad_{‘.de' Jaen cuyas caracteristicas geograficas

y meteoroldgicas son:

ALTITUD : 618 msnm.
LATITUD SUR : 05° 40' 35.8"

LONGITUD OESTE
PRECIPITACION PLUVIAL
HUMEDAD RELATIVA

TEMPERATURA

:78°46'27.17
1 699.56mm (promedio anual)
: 83%( promedio anual)

: MAX. 32°C

MIN. 14° C-

Fuente(*): Servicio Nacional de Meteorolo'gia e Hidrologia SENAHMI, Estacion Jaén — Gore

. 2014,



3.2.

MATERIALES
3.2.1. Material biologico

> 30 caninos diagnosticados.clinicamente positivos a

Ehrlichiosis.

» Kit de ensayo.

1. Dispositivos de diagnoéstico, envasados individualmente en
bolsas de aluminio : 10 unidades
2. Gotero con tampén de cromatografia en volumen suficiente

para la realizacion de las pruebas (diluyente): 2 ml

3. Pipetas plasticas para dispensar la muestra en el dispositivo:

10 unidades

3.2.2. Material De Consultorio
* Mandil o chaqueta.
J Estetoscopioﬂ B
e Guantes quirﬂfgicos. h
e Agujas hipodérmicas. -
e Jeringas hipodérmicas.
e Mesa de examen clinico.
e Fichas de datos.
e Algodon. o
e Alcohol.

e Tubos con anticoagulante.

26
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

Seleccién de caninos .

Se seleccionaron 30 caninos, diagnosticados clinicamente a
Ehrlichosis sin considerar sexo, edad ni raza segun lo descrito
bajo material b|O|OgICO Los animales procedieron de la Clinica
Veterinaria "La Casa Del Vetennano y de las demas Cllnlcas

Veterinarias de la ciudad de Jaén.

Los caninos seleccionados fueron sometidos a la prueba
comercial E. canis Ab Test Kit BIONOTE Inc., la cual se
fundamenta en el principio de la inmunocromatografia. A los
caninos que salieron positivos a la prueba mencionada se les
realizé un'hemograma.

Toma de Muestra de Sangre

Se proceduo a tomar aproxnmadamente 10 cc de sangre de
cada canino en expenmentacnon para lo cual se desmfecé con
algodon y alcohol a zona en donde se encuentra la vena
cefalica 'y se procedlo a su punmon La sangre fue colectada en
tubos de vidrio contemendo antlcoagulante y se llevo al lugar

en donde se efectuo Ia prueba

Determlnaclon de Ios posntlvos a ehrIuchosns segun fase

,)

de Ia enfermedad

S S (L :
La determinacién de la fase en que se encuentren los animales
positivos a Ehrlichosis se efectud segun el cuadro clinico que

presento: Ce e il

Fase Agﬁda "

Fiebre, descarga OCUIonasaI anoreX|a y depresmn peteqwas

equimosis, lmfadenomegallayesplenomegalla (Frlsby 1997)

i< |
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Fase cronica
Debilidad, depresion, anorexia, pérdida crénica de peso,
palidez de mucosas,:fiebre y edema periférico especialmente

en miembros posteriores y escroto (Waner y Harrus, 2000).
De todos los signos hemorragicos observados en la fase
cronica (petequias, equimosis, hematuria, melena, hemorragias
oculares) la epistaxis es el mas frecuente (Sainz et al;200).
También puede presentarse - infecciones secundarias, como

neumonias intersticial, falla renal, artitis y signos neurologicos
(Warner y Harrus, 2000).

De la Prueba

DESARROLLO DE LATECNICA DEL HEMOGRAMA

. Recuento de Globulos Rojos

> Recuento En Camara Cuenta Glébulos O Neubauer.

Recuento de Glébulos blancos
> Método De Tincién De Wright.

Recuento de plaquéetas _
»  Método directo con la camara de Neubauer.

Recuento Diferencial
> Relativo
> Absoluto

> VCM



>  HCM
>  CMCM

3.4. ESTADISTICA

Se hara uso de la estadistica descriptiva y de la Prueba de T no

apareada.

29



CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla 03. Resultados obtenidos en 30 caninos diagnosticados

clinicamente como Ebhrlichiosis y sometidos a una prueba

inmunocromatografica.
Resultados Numero Porcentaje
POSITIVOS 20 66.7
NEGATIVOS ‘ 10 33.3
TOTAL 30 100
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Valores hematologicas promedios encontrados en 9 caninos

Tabla 04.
positivos a Ehrlichiosis en la fase aguda comparados con los
valores referenciales.
Variables Promedios - Valores .
hematoldgicas obtenidos referenciales’ Observaciones
Glébulos rojos | NV
(No GRX1 Oﬁ/mmS) 3,01 5.0 - 86 DlsmanIdO
Gl6bulos blancos |
(N°GBX103/ mmg) 9.95 6.4-11.2 Normal
Hemoglobina (g/d!) 8.74 14.5-23.5 Disminuido
Hematocrito (%) 27.9 40.0-58.0 Disminuido
VCM (fl) 9195 . | 59.7-859 Aumentado
HCM (pg) 2002 |, 21.4-348 Normal
CHCM (g/dl) 31.33 . - 31.1-46.3 Normal
Plaquetas —(cientos | 516675 | 130000 - 200000 |  Aumentado
miles/ mm?®)

IR ) .’ .:‘

My
En el Tabla 04, se observa los resultados de valores hematolégicos de
perros con Ehrlichiosis en fase aguda, que nos permiten identificar la’
presencia de anemia de tipo ma“crocitic_a normocrémica e incremento leve de

plaguetas (trombocitosis).

' Tomado de Beatriz Milagros Sanchez Rodr’ig‘uez. Tesis. (2012).
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Formula leucocitaria absoluta promedio en 9 caninos

positivos a Ehrlichiosis en la fase aguda con valores

referenciales.

Variables Hematoldgicas I;rgt?:i%igss R eeraeIz::?:I es’ Observaciones
Abastonados
(x 10%/mm®) 0,3 0,0- 0,3 Normal
Segmentados aan _
(x 10%/mm?) 6,9 43-75 Normal
Eosindfilos
(x 10¥mm?) 0,0 0,0-04 Normal .
Basdfilos (x 103/mm?®) 0,00 0,00 - 0,00 Normal
‘Linfocitos (x 10¥mm3) | 2,7 1,6 - 3,2 Normal
Monocitos '
(X 103/mm3) 0,0 0,0 - 0,3 Norma‘

En el Tabla 05, No se aprecié ningun cambio en la férmula leucocitaria

absoluta.

Tabla 06. Valores hematO!égié‘c")s promedios encontrados en 11 can'i:nos
positivos a Ehrlichiosis en la fase crénica comparados con los
valores referenciales.

~ Variables Promedios | Valores Observaciones
Hematoldgicas Obtenidos | Referenciales’ B

Glébulos rojos - .

(N° GRx106/mm3) 3,5 50-8,6 Disminuido .

Glébulos blancos C

(N°GBx10% mmﬂ 5,20 6,4-11,2 Disminuido

Hemoglobina (g/dl) 10,12 - 145-235 Disminuido

Hematocrito (%) 3191 © | * 40,0-58,0 Disminuido

VCM (ft) 86.03 59,7 - 85,9 . Aumentado -

HCM (pg) 28.11 21,4 -34,8 Normal

CHCM (g/di) 30.78 31,1-46,3 Disminuido

Plaquetas (cientos 130 000 — 200 D

miles/ mm®) _ 7509Q.909j ) 000 Dlsmlnwfiq
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En el Tabla 06, se observa los resultados de valores hematologicos de
perros con Ehrlichiosis en fase cronica, que nos permiten identificar la
presencia de anemia de tipo macrocitica hipocromica, leucopenia y:

trombocitopenia.

Tabla 07. Formula leucocitaria absoluta promedio en 11 caninos
positivos a Ehrlichiosis en la fase cronica con valores

referenciales.

Variables Promedios Valores .
Hematologicas Obtenidos Referenciales’ Observaciones

Abastonados :
(x 10¥%mm?) 0,2 0,0-0,3 ~ Normal
Segmentados S _ T
(x 103/mm3) - 30 43-75 Dlsmlngldq
Eosindfilos (x 103/mm?3) 00 | 0,0- 0,4 Normal
Basdfilos (x 103/mm?) 0,00 | 0,00-0,00 Normal
Linfocitos (x 10%/mm?®) 2,2 0 16-3.2 - Normal
Monocitos (x 10%/mm?) 0,0 - 0,0-0,3 Normal

En el Tabla 07, La lectura de Iai'f()rm'ula leucocitaria absoluta de perros con

Ehrilichiosis en fase cronica muestra neutropenia.




Tabla 08. Valores hematoldgicos promedios encontrados en 20 caninos
en fase aguda y cronica en Ehrlichiosis canina.
Variables Promedios ‘Promedios
Hematoldgicas Obtenidos En Obtenidos En Significancia
9 Fase Aguda Fase Cronica
Globulos rojos 3,01%0,77 3,5+0,83 P>0,05
(N° GRx10%/mm?®) '
Glébulos blancos 9,955+1,4 5,200+2,4 P<0,01
(N°GBx10% mm?®)
Hemoglobina (g/dl) 8,74+2,18 10,12+2,6 P>0,05
Hematocrito (%) 27,97,19 31,9148,59 P>0,05
VCM (fl) 91,95+5,09 86,03121,4 P>0,05
HCM (pg) 29,022+2,17 28,119+5,03 P>0,05
CHCM (g/dl) 31,33+1,32 30,78+3,72 P>0,05
Plaguetas (cientos | 216675+29661 | 75090.9091+£19565 P<0,01 .
miles/ mm?®) B

En el Tabla 08, La lectura hematolégica con respecto a los G. Rojos-
Hemoglobina-Hematocrito—VCM-HCM-CHCM con valor P>0.05 se observa
que no hay diferencia signific"éti‘vva al '95% de confiabilidad. Teniendo si
diferencia en el rango de Plaqué_tas y G. Blancos en que el valor P<0.01 si

existe diferencia significativa al 99%. .
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Tabla 09. Formula absoluta promedio en 20 caninos positivos a
Ehrlichiosis en la fase aguda y cronica.
nematologicas | - Aguda | Fase Créniea | SiOMificancia

N. Abastonados 2451 +343.9 202.0 £ 147.2 P>0,05
'N. Segmentados | 6802.9 £ 1025.9 |3075.3 + 1133.5 P<0.01
Eosinofilos 0.1+£0.2 0.0+£0.0 P>0.05
Basofilos 0.0£0.0 0.0+0.0 P>0.05
Linfocitos 2794.7 £ 1675.3 | 2400.2 £ 1824.8 P>0.05
Monocitos 0.0+0.0 0.0+£0.0 P>0.05

En el Tabla 09, la férmula absoluta con respecto a N. Abastonados,

Eosinofilos, Basofilos, Linfocito y Monocitos con valor P>0.05 concluimos

que no hay diferencia significa’ﬁvé al95% de confiabilidad. Teniendo si

diferencia en el rango de N. Segmentados en que el valor P<0.01 existiendo

diferencia significativa al 99%. . = .




 CAPITULO V

'DISCUSION

En el Tabla 03, se muestran los resultados obtenidos después de someter a
una prueba inmunocromatografica a 30 caninos diagnosticados por examen
clinico como infectados con Ehrlichia canis. Se observa que 20 caninos
fueron positivos a la prueba y 10 fueron negativos, lo que determiné un 33.3
% de error diagnostico por examen clinico. El resultado encontrado, nos
estaria indicando que no todos Io§ ,'Q‘a‘cjiqhtes con signos clinicos compatibles
con Ehrlichiosis, se hallan verdaderamente padeciendo de la enfermedad vy
que para la zona debera tenerse en cuenta en el diagndstico diferencial a la
Anaplasmosis canina (Gasser et al, 2001) y a la Piroplasmosis canina
(Morais et al., 2004), ya que en estas dos enfermedades se presentan_
signos clinicos similares como |q_1afi_rrr‘__1a‘r\)_Greene y 'Breitschvert (2000) para
el caso de Anaplasmosis y Birchér‘dﬁy‘ "Sh"erding (1998) para Piroplasmosis.

En el Tabla 04, se detallan los résultados hematolégicos promedios
encontrados en 09 caninos positivos a Ehrlichosis en fase aguda
comparados con valores promedios 'ufeferenciales, observandose que. los
globulos rojos se encuentran disminuidos, al igual que la hemoglobina y el
hematocrito, que normalmente ocurren en los casos de-anemia. (Pierce,
1981), y que se presenta en la Eﬁr.lichﬁi(v)sis canina, como lo refiere (TkOy et
al., 1990 y von Stedingk et al., (1997),.lo cual se debe a que en estos casos
ocurre una hipoplasia de las células precursoras de la médula 6sea. (Woody,
1985). ‘ A SRR ‘ S
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En el mismo cuadro se aprecia que existe en promedio un leve aumento de
los trombocitos y la anemia es tipo macrocitica y normocrémica, un aumento
concurrente y significativo del volumen medio de plaquetas es también
usualmente visto, reflejando . una trofnbopoyesis activa. Sin embargo la
trombocitopenia es el hallazgo hematolégico mas comun y consistente.en la
Ehrlichiosis canina aguda. En la fase aguda de la enfermedad es comun la
feucopenia y la anemia moderadat"(usualmente normocitica, normocrémica,
no regenerativa) como lo manifiesta Waner y Harrus( 2000).
De igual manera en el Tabla 04, se observa que los glébulos blancos:se
encuentran dentro de los rangos de normalidad y en el Tabla 05 aparece la
formula leucocitaria absoluta en:promedio, encontrandose igualmente que se
hallan dentro de los valores normales en relacién a la referencia, todos los
autores coinciden en sefialar que en la:-fase aguda de la enfermedad ocurre
leucopenia (Ettinger, 1992; Neer'y Harrus, 2006; Hoyos, et al., 2007); quizas
la. explicacion que se podria dar en este caso es que lo caninos afectados
que concurrieron a la Veterinaria:- y.'que .fueron atendidos con tratamiento
especifico, se encontraban en fase de recuperacion.
B T 2 O

En el Tabla 06, se presentanzv-'los ~valores hematolégicos promedios
encontrados en 11 caninos .positivosia Ehrlichiosis en fase cronica, al
respecto es de destacar que,los perros que no pueden montar una
respuesta inmune efectiva se -enfermaran crénicamente (Bockino et al.,
2003), en el cuadro en referencia se destaca la presencia de anemia de:-tipo
macrocitica hipocrémica, leucopenia .y trombocitopenia. La disminucion de
globulos rojos, blancos y de plaquetas :en esta etapa se explica por cuanto
en la fase cronica de Ehrlichiosis canina ‘ocurre pancitopenia debido a la
presentacion de una hipoplasia medular:(Ettinger, 1992; Gaunt et al., 1996;
Harrus et al., 1999; Torres y De la:Fuente 2006).

: ;. SR e
En base a lo referido por McKenzie (2000) y Barger (2002), atendiendo al

VCM y CHCM se puede considerar que se presentd, en el presente caso,
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una anemia macfocitiba hipécfémiéé. Las anemias macrociticas son de
naturaleza megaloblasticas pérteneciéntes a un grupo regenerativo causada
por sintesis defectuosa de ADN nuclear que se presenta con eritrocitos de
gran tamafio y con aumento del VCM y el HCM, como lo refiere Reinoso et
al., (2008). Es de resaltar que Ia anemla normocitica normocrom|ca esla Que
con mayor frecuencua se presenta en Ehrhchmsns canina como lo aflrman
(Goldman et al., 1998, Barger, 2002 y Suto et al.,, 2001), pero en el presente

caso no se confirmd.

En el Tabla 07, se presentan la féfmula_leucocitaria absoluta promedio de 11
caninos positivos a Ehr|ichosis en fase cronica comparado con valores
referenciales, encontrandose una netropema como lo indica Mylonakis et
al., (2004) el cual menciona que dentro de la serie blanca pueden
encontrarse neutropenia. - ¢ .

En las Tablas 08 y 09, se‘e"ncuéntra- -.detallado las diferencia estadisticas
entre los dos grupos, en lo refere'nt'ea los valores hematoldgicos promedios
y la férmula diferencial promedio:correspondiente a 9 caninos en fase aguda
y 11 en fase cronica de caninos positivos a Ehrlichiosis, encontrandose
diferencia en los Globulos Blancos, Plaquetas y Neutréfilos Segmentados,

siendo el recuento mayor en la fase aguda con una probabilidad de P<0.01.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Después de realizado el brese’nté trabajo de investigacién, se llega a las

siguientes conclusiones:

1. Se encontrdé una sensibilidad 66.7 % (20/30) cuando se realiza el

diagnostico de Ehrlichiosis canina solo por examen clinico.

2. En los caninos positivos a Ehrlichiosis en fase aguda se hallé6 anemia
de tipo macrocitica normocrémica y un leve incremento de los

trombocitos.

3. En los caninos con Ehrlichiosis en fase cronica se determiné anemia

macrocitica hipocrémica, trombocitopenia y leucopenia.
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ANEXO

ANEXO 01. De la Prueba

Principio

Se utilizara el kit de prueba E. canis Ab Test Kit, el cual.se
fundamenta en el principio de la inmunocromatografia y esta
disefado para detectar anticuerpos de Ehrlichiacanis en sangre, suero
o plasma. Los resultados de la prueba aparecen en las lineas de
control (C) y de prueba (T). Sensibilidad y especificidad es de 98 y

100% respectivamente.
Composicion

El dispositivo para realizar la prueba posee, la ventana de
dispensgcién 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 comblnada Ia membrana de mtrocelulosa (papel

de prueba) y la esponja absorbente
: Flye £

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

realizar el test.

b) Se debera sacar el dispositivo del envoltorio y colocarlo sobre una

superficie horizontal.

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

d) Cuando la muestra eé completamente absorbida, se afadira 2 gota
(80 pL) del buffer, con un‘cuentagotas.
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e) Los resultados de la prueba deberan ser leidos los 20 minutos de
realizada la prueba.
Se consideraran invalidos los resultados de la prueba pasados los 25

minutos.

Interpretacion de los resultados

Debera aparecer una banda purpura sobre la linea control sin importar

el resultado de la prueba.

Linea de control (C): La linea debe aparecer siempre sin importar la
presencia de antibuerpos a Ehrlichiacanis. Si no aparece esta linea,
debera considerarse la prueba como no valida. Y por tanto debera ser
repetida.

Linea de prueba (T): La presencia de anticuerpos a Ehrlichiacanis se
determina por la presentacién de la linea de prueba.

Negativo

Solo aparece la linea control (C)

Positivo
Aparecen ambas lineas control (C) y prueba (T)
cT
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Repetir la Prueba:

a)

b)

Si no aparecen ninguna de las dos lineas, ni la de prueba, ni la
de control.

Si sélo aparece la linea de prueba.
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ANEXO 02. DESARROLLO DE LA TECNICA DEL HEMOGRAMA

1. Recuento de Glébulos Rojos

. Recuento En Camara Cuenta Glébulos O Neubauer

» Obtener sangre venosa y colocarla en un tubo con EDTA.
» Mezclar perfectamente el tubo que contiene la sangre.

» Aspirar con la pipeta de Thoma la sangre mezclada hasta la

marca 0.5.

> Limpiar cuidadosamente la parte externa de la pipeta con una

gasa.
» Aspirar liquido de :’K"Hayem hasta la marca 101.
> Sellar los extremos 'Lde' la pipeta con papel parafilm.
» Agitar durante 3 min y mezclar perfectamente.
» Colocar el cubre hematimetro sobre la camara de Neubauer.
» Desechar las primeras 3 a 4 gotas de la pipeta y llenar la
camara por capilaridad por uno de los bordes del cubre
hematimetro. = |
> Dejar reposar la camara de 3 a 5 min. Y cuantificar los
eritrocitos en el microsc‘opio con el objetivo seco débil, en 80

cuadros pequefios de la cuadricula central.

» Multiplicar el numero de eritrocitos por 10,000.
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2. Recuento de Globulos blancos

Tincién De Wright "

El recuento diferencial es una parte importante de la
valoracion hematoldgica y consiste en reconocer las
distintas variedades ‘de glébulos blancos y las posibles
anormalidades celulares en un frotis de sangre tefido con
el colorante de Wright. Debido a que el colorante de Wright
se trata de una solucion de eosina y una mezcla de tiacinas
que incluyen el azul de metileno, el citoplasma de las
células se tifien con el colorante acido (eosina) ya que en
el, se encuentrén los componentes basicos de la célula, por
otro lado, el nucleo de la célula se tifie con los colorantes
basicos (azul de metileno) ya que en él se encuentran los
componentes acidos de la célula. '

¢ Procedimiento
a) Realice un frotis. sanguineo por el método transversal
y se deja secar al aire sobre el puente de tincion.
b) Cubra la extension con un exceso de colorante de
Wright durante 2: minutos, esto tiene como finalidad
evitar la evaporacién del colorante y la formacion de
precipitados: :
-¢) Transcurrido el tiempo, afiada una cantidad igual de
solucién amortiguadora.
d) Soplar suavemente sobre la superficie de la mezcla
con la finalidad de homogenizar.
e) Se deja reposar exactamente 4 minutos.
f) Sin tirar la mezcla, lave con agua destilada hasta que
el agua que escurra no lleve colorante.
g) Secar al aire y-anadir una gota de aceite de inmersion

para observar en el microscopio a inmersion.
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h) Para la formula diferencial debe de contarse 100
células y debera™ hacerse la diferenciacion entre
monocitos, linfocitos: basdfilos, eosindfilos, neutrdfilos, y
simultaneamente, ver el nimero de mielocitos, bandas,
metamielocitos, y ' 'segmentados que existen entre
neutréfilos, si hay otro tipo de células como por ejemplo

blastos, deberan incluirse en el total.
3. Recuento de plaquetas

Es el niumero de trombocitos por unidad de volumen de
sangre circulante. Existen varios métodos, entre ellos

i

tenemos .
% Recuento directo de plaquetas en camara Neubauer
5. Tomar la s’angre?’.'fﬁ"asta' la marca 0.5y llenar hasta la.
marca 101.con la solucién diluyente ; agitar 3 —' 5
minutos .
6. Dejar la camara llena (Neubauer) 15 a 20 minutos en
reposo , dentre de una camara humeda .
7. Contar todas las plaquetas del campo central (25
grupos. de 16icuadrados pequefios) y multiplicar por
2000.

Liquido de dilucion. ;. -

Citrato sodico o : 3849
Formalina neutral al 4% : 2,0ml
Azul cresil brillante !+ . : 0,05g

Agua destilada. .. . : 100,0ml
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Recuento Diférgncial

El recuento de cada especie leucocitaria se da de dos

maneras.

Férmula leucocitaria relativa: Da idea del porcentaje de
cada especie con respecto al total de leucocitos. Por
ejemplo. aproximadamente el 60% de los leucocitos son

neutrofilos.

Férmula Ieucccitaria absoluta: Da idea del recuento de
cada especie por mm3 de sangre. La Férmula absoluta
revi’ste mayor importancia clinica que la relativa,
otorgando una mejoiv':‘he'rramienta diagnéé’tica.

Volumen Globular - Medio
Este parametro nos indica el tamafio promedio de los
eritrocitos en un paciente y se calcula de la siguiente

manera.

‘Hematocrito (Hto)
VGM =___~ ’ ' x 10 = u3
# de eritrocitos en millones

N - Ep

de un VGM inferior a los valores de

La obtencion
referencia, indicara la presencia de eritrocitos pequefios o

microciticos.

La obtencién de, un VGM que cae entre los valores de
referencia, indicara que se tienen eritrocitos de tamafio

normal o normocitos, .
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La obtencion de ,9“ VGM mayor a los valores de

referencia, lndlcara Ia presencia de eritrocitos grandes [o}

macrocltos.

Concentracion De Hemoglobina Globular Media

Este indice eritrocitario da una idea de la coloracion de los
eritrocitos en base a su contenido de hemoglobina, ya que
determina la concentracion promedio de hemoglobina en
todos lo eritrocitos. Su determinacion se realiza de la

siguiente manera:

Hemoglobina ( g/100 ml)
CHGM = _ [~ | . . x 100 = g/dl
NGA z

La obtencion de una concentracion media de hemoglobina

corpuscular (CHGM) menor a los valores de referencia
indicara la presencua de erltrocnos con un bajo contenido
de hemoglobnna o} hnpocromlcos

La obtencion de un;,v_a'lorvmayor 0 menor a los valores de
referencia, |nd|cara la presencia de erntrocntos
hlpercromloos Sin embargo debe de usarse rara vez este
termino, 'ya que el Unico eritrocito hipercromico es el

esferocito.

Un valor de CHGM que cae entre los valores de
referencia indicara la presencia de eritrocitos con
contenido normal de hemoglobina o hormocrémicos.
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Utilizando los indices eritrocitarios, tenemos a la anemia
microcitica hipocromica, normocitica normocromica y las

macrociticas..

ANEMIA MICROCITICA HIPOCROMICA

Es una de. las ‘'mas comunes en la actualidad, se
caracteriza porque el volumen corpuscular medio (VGM) 'y
la concentracion media de hemoglobina (CHGM) son
menores a los valores de referencia, por tanto en un frotis
de sangre periférica el eritrocito es menor en tamario,
presenta un halo central de gran tamafo y el grado de
poiquilocitosis (cambios de la forma) depende de la
gravedad del paciente.

Las causas que dan-origen a este padecimiento son:

» Deficiencia en la ingestion de hierro.

» 'Una pérdida excesiva de sangre. .

» Mala absorcion del hierro.

» Defectos de maduracion citoplasmatica.

ANEMIA NORMOCITICA NORMOCROMICA

Esta se caractériza porque el namero de eritrocitos, la
hemoglobina y ““el  hematocrito  disminuyen
proporcnonalmente por lo tanto, el frotis de sangre
periférica se observa normal ya que el VGM y CHGM se

encuentran dentro de l0s valores de referencia.

Este tipo de anemia puede aparecer en las siguientes

condu:nones e
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> Poco despu'és de una hemorragia masiva.
» En el descenso de la produccion de sangre, por
~ ejemplo en las anemias aplasticas (por agentes
quimicos, urémia, radiaciones, causas desconocidas,
tejido maligno en médula osea.
» Anemias hemoliticas (ya que por lo general son
normociticas norrﬁocrémicas).
> En el aumento del volumen sanguineo (principalmente

en el erhbdrézo). |
> ANEMIAS MACROCITICAS

Las anemias macrociticas se caracterizan porque el
VOLUMEN ‘CORPUSCULAR MEDIO (VCM) es mayor al
de referencia, dando origen a eritrocitos grandes. Esta
anemia se clasifica en dos grupos, las que se asocian
con un tipo de megaloblasto de maduracion de
eritrocitos ehvla"rrie’;éd‘ula Oseay las que no lo hacen.

1).- En la anemia macrocitica megaloblastica existe una
interrupcié‘n en la 'sintesis nuclear, que trae como
consecuencia un d"éf\ecto en la maduracion del nicleo en
el seguirrviiehtb"‘dé'la} megaloblastocis, la causa principal
que origina esta anemia es la deficiencia de vitamina B2
y acido folico "'qd'e”‘?funCIOnan como coenzimas en la

sintesis del acido nucleico.

DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO

1) Ingestion dietética inadecuada.

3) Mala absorcion en el intestino delgado.
4) Inhibicién de medicamentos.
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DEFICIENCIA DE VITAMINA B ¢,
1) Mala absorcién. ' -
2) Ingestion dietética inadecuada.

Esta anemia se caracteriza porque el frotis sanguineo
presenta la siguiente triada: macrocitos ovales, neutréfilos
hipersegmentados  (con mas de cinco l6bulos) y los
cuerpos de Howell-Joly, la anisocitosis es moderada y la
poiquilocitosis es mas grave cuando la anemia es mas

intensa.

2) Anemias macrociticas no megaloblasticas aun no se
define la causa de su origen, pero es posible que §e
relacione con un incremento de los lipidos membranales.
Esta anemia  'se'' caracteriza porque se presenta
acompanando ias siguientes enfermedades:
» Reticulocitosis. '
» Enfermedad hepatica.
» Insuficiencia respiratoria.
El frotis de sangre periférica presenta macrocitos no tan
grandes como la anemia’ megalobastica, los cuales son
redondos con” membranas delgadas, no hay neutréfilos
hipersegmentados, la cuenta de leucocitos y plaquetas son
normales generalmente.
La poiquilocitosis es el término que se utiliza para descubrir
una variacion en‘la forma de los eritrocitos mientras que ia
anisocitosis denota “'Una ' variacion del tamafio *celular,
ambos se reportan como leve, moderada o acentuada.
Los cuerpos de Howell-Jolly, son granulos constituidos por
fragmentos nucleares (DNA), en forma redonda y de color
purpura obscuro o violeta que se presentan por lo general

solo en los eritrocitos: -
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Anexo 03. Valores hematolégicos "promedios encontrados en 20
caninos positivos a Ehrlichiosis, en fase aguda y crénica,
con la prueba de T no apareada.

Cuadro 01. Se trabajé con 30 perros diagnosticados clinicamente con
- Ehrlichiosis canina, lgs;cuales fueron sometidos a la prueba
inmunocromatografica disefiada para detectar anticuerpos
de Ehrlichia canis en sangre y cuya sensibilidad vy

especificidad es de 98 y 100% respectivamente.

Resultados Numero Porcentaje
Positivos fase aguda 09 30.0
Positivos fase crénica 11 36.7
Negativos 10 33.3

TOTAL ~ 30 100

Cuadro 02. Prueba de t Glébulos Rojos entre fase cronica con la aguda.

Cronico Agudo

Media . 3502100 | 3012737.5
Varianza 7.0246E+11 | 6.077E+11
Observaciones | 12 10
Varianzaagrupada .~ ;.| 6.5982E+11

Diferencia hipotéticade las | - 0

medias _ E

Grados de libertad - . .. 20

Estadistico t B 1.40701234

P(T<=t) una cola 0.08738719

Valor critico de t (una cola) 1.72471824

P(T<=t) dos colas . 0.17477438

Valor critico de t (dos colas) . | 2.08596345
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Cuadro 03. Prueba de t Globulos Blancos entre fase cronica con la aguda.

Cronico Agudo

Media 5200 | 9955.55556
Varianza 5869090.91 | 2051358.02
Observaciones 12 10
Varianza agrupada 4151111.11
Diferencia hipotética de las ‘ 0
medias
Grados de libertad 20
Estadistico t -

5.45127841
P(T<=t) una cola | 1.229E-05
Valor critico de t (una cola) 1.72471824
P(T<=t) dos colas 2.458E-05
Valor critico de t (dos colas) 2.08596345

Cuadro 04. Prueba de t de muestras independientes hemoglobina entre
fase crénica y aguda.

, Cronico Agudo
Media ' : - 10.1241667 8.74
Varianza a 6.81028106 4,756
Observaciones ° f 12 10
Varianza agrupada =~ - ' 5.88585458
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad ‘ 20
| Estadistico t | 1.33248677
P(T<=t) una cola o - | 0.09884205
Valor critico de t (una cola) 1.72471824
P(T<=t) dos colas : : ' 0.19768411
Valor critico de t (dos colas) - 2.08596345




Cuadro 05. Prueba de t de muestras independientes hematocrito entre

fase cronica y aguda.

Valor critico de t (dos colas)

USRS ¥

Crénico Agudo
Media 31.9090909 27.9
Varianza 73.9008264 51.68
Observaciones 12 10
Varianza agrupada 63.9014545
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 20
Estadistico t 1.17130451
P(T<=t) una cola 0.12762126
Valor critico de t (una cola) 1.72471824
P(T<=t) dos colas 4 0.25524252

2.08596345
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Cuadro 06. Prueba de t de muestras independientes de VCM entre fase

cronica y aguda.

Crdnico Agudo

Media 86.0230833 91.95375
Varianza 457.09716 25.8919462
Observaciones 12 10
Diferencia hipotética de las 0

medias

Grados de libertad 12

Estadistico t -0.92984318

P(T<=t) una cola 0.18539018

Valor critico de t (una cola) 1.78228756

P(T<=t) dos colas 0.37078035

Valor critico de t (dos colas) 2.17881283

Ctjadro 07. Prueba de.f de muéétraé ivndependientes de HCM entre fasé

cronica y aguda.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

Croénico

. Agudo
Media 28.1191667 29.0222222
Varianza 25.2592447 | 4.73728395
Observaciones 12 10
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 16
Estadistico t -0.5623633
P(T<=t)unacola 0.2908313
Valor critico de t (una cola) 1.74588368
P(T<=t) dos colas , 0.5816626

{ Valor critico de t (dos colas) . .. 2.11990563
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Cuadro 08. Prueba de t de muestras independientes de CHCM entre fase
cronica y aguda. ,

CHCMCRONICO | CHCMAGUDO
Media 30.7818182 31.3316667
Varianza 13.8928512 1.74113889
Observaciones ‘ 12 10
Diferencia hipotética de las | - 0
medias
Grados de libertad 14
Estadistico t -0.47644759
P(T<=t) una cola 0.32055299
Valor critico de t (una cola) 1.76131014
P(T<=t) dos colas 0.64110598
Valor critico de t (dos colas) 2.14478669

o

Cuadro 09. Prueba de t de muestras independientes de las plaquetas entre

fase crénica y aguda.

Cronico Agudo

Media 75090.9091 216675
Varianza 382809917 879778472
Observaciones 12 10
Varianza agrupada 606445767
Diferencia hipotética de las medias ' 0
Grados de libertad _ 20
'Estadistico t -13.4275802
P(T<=t) una cola o 9.102E-12
Valor critico de t (una cola) - 1.72471824
P(T<=t) dos colas 1.8204E-11

- 2.08596345

| Valor critico de t (dos colas)




entre fase cronica y aguda.

Cuadro 10. Prueba de t de muestras independientes de las abastomados

Abascronico Absagudo
Media 3.72727273 3
| Varianza 4.74380165 18.8888889
Observaciones 12 10
Varianza agrupada 11.1090909
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 20
Estadistico t 0.50960928
P(T<=t) una cola 0.30795127
Valor critico de t (una cola) 1.72471824
P(T<=t) dos colas 0.61590253
‘| Valor critico de t (dos colas) - 2.08596345

entre fase cronica y aguda.

segagudo .

Segcronico

Media 547272727 69.2222
Varianza 532.561983 104.17284 |
Observaciones . 12 10
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -1.95810452
P(T<=t) una cola 0.03394487
Valor critico de t (una cola): 1.74588368
P(T<=t) dos colas 0.06788974

2.1199053

Valor critico de t (dos colas) -+ .
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Cuadro 11. Prueba de t de muestras independientes de los segmentados
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Cuadro 12. Prueba de t de muestras iridependientes de los linfocitos entre
fase cronica y aguda.

SR lifcronico linagudo
Media ' N . 41.3636333 26.6666667
Varianza 589.504132 161.555556
Observaciones 12 10
Diferencia hipotética de las : ' 0
medias '

Grados de libertad ' 17
Estadistico t 1.81900814
P(T<=t) una cola 0.04328497
Valor critico de t (una cola) 1.73960673
P(T<=t) dos colas 0.08656993
Valor critico de t (dos colas) 2.10981558
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Anexo 04. HEMOGRAMA DE LOS CANINOS QUE PARTICIPARON EN

EL TRABAJO

Muestra 01

Globulos Rojos
Gldbulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial
Abastomados
Segmentados
Eosindfilos

Basdfilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 02

Globulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial

"~ Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos ,

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM) .
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

4290000
10 000
12.1
39.1
264 000

01
69
04
00
26
00

92.1
29.2
31.0

3081000
10. 000
8.7
28
180.000

02
71
00
00
27
00

90.9
28.2
31.0

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

P8
g/dl

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

Pg
g/dl



Muestra 03

Glébulos Rojos

Glébulos Blancos

,H'emoglobina

Hematocrito

Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosinofilos

Basdfilos

Liﬁfocitos

‘Monocitos

* Constantes Corpusculares

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM) )
Cohcent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muéstra 04

Giébulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosinofilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos 4

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina v Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

2 100 000
7 600
6.5
19
240 000

12
80
01
00
07
00

86
29.5
34.2

3520000
12 000
10.0
32
256 000

01
64
02
00
33
00

91.4
28.5
30.2

76

mm3
mm3
g/d!
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

P8
g/di

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl
P8
g/dl



Muestra 05

Globulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial
Abastomados
Segmentados
Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos -

Monocitos

* Constantes Corpusculares

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 06

Globulos Blancos
Hemoglohina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial
Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basdfilos -

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)

Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

1 640 000
11 400
4.2
14
210 000

01
46
00
00
53
00

85.3
25.6
30.0

11 000
8.5
28

190 000

00
65
00
00
35
00

93.3
28.5
30.3

77

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

Pg
g/dl

mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

pg
g/dl



Muestra 07

Gldbulos Rojos
Globulos Blancos
Hemoglobina '
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial
Abastomados
Segmentados
Eosinodfilos

Basdfilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muéstra 08

Glébulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basdfilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemeglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

3 740 000
10 000
10.6
34
220 000

00
72
00
00
28
00

90.9
28.3
311

2280000
2200
5.0
16
40 000

02
06
00
00
92
00

22
16
31

78

mm3
mm3
g/d
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fi

pg
g/dl

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

pg
g/dl



Muestra 09

Globulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial
Abastomados
Segmentados
Eosinofilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 10

Glébulos Rojos
Gldbulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Ségmentados

Eosindfilos

Basdfilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

2 800 000
3 800
10.1

31
106 000

08
71
00
00
21
00

110
35
22

3282000
4200
10.6
32
60 000

03
85
00
00
12
00

96
32
33

79

mm3
mm3
g/di
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

4
g/dl

mm3
mm3
g/d!
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl
pg
g/dl



Muestra 1_1

Globulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosinofilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 12

Glébulos Rojos
Gldbulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaguetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media { CHCM)

3150 000
2200
9.3
28
80 000

04
89
00
00
06
00

88.8
29.5
33.2

2520000
7 600
8.6
26
206 000

10
72
00
00
18
00

104
34.4
33

80

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

Pg
g/dl

mm3

mm3
g/d
%

mm3

%
%
%
%
%
%

fl

pg
g/dl



M‘.uestra 13

Globulos Rojos
Clébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 14

Gldbulos Rojos
Globulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plagquetas

* Férmula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basdfilos

Linfocitos : a
Monocitos ‘
* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent, Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

81

2870000 mm3

6 800 mm3
8.6 g/dl
27 %

50 000 mm3
03 %
50 %
00 %
00 %
47 %
00 ' %

94.07 fl

29.96 Pg

31.85 g/dl

5700 000 mm3

6 000 mm3
16 g/dl
54 %

100 000 mm3
08 %
74 %
00 %
00" %
18 %
00 %

94.7 fl
28.0 pg
29.6 g/dl



MUestra 15

Globulos Rojos

Globulos Blancos

Hemoglobina

Hematocrito

Plaguetas

* Férmula Diferencial

Abasfbmados

,‘S'ggmentados

Eosinéfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 16

Glébulos v_R‘ojos

Glébdlos Blancos

Hemoglobina

Hematocrito

Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos’ -

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

3 940 000
7 000
11.6
37
90 000

03
57
00
00
40
00

93.90
29.44
31.35

3700 000
4000
11.2
33
70 000

03
38
00
00
59
00

89
30.2
33.9

mm3

mm3

g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

P8
g/dl

mm3
mm3
g/dl
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

Pg
g/dl

82



Muestra 17

Globulos Rojos
Glébulos Blancos
Hémoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosinofilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 18

Gldbulos Rojos
Gldbulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

83

3410 000 mm3

3000 mm3
10.2 g/dl
31 %
70 000 mm3
01 %
52 %
00 %
00 %
47 %
00 %
91 fl
30 Pg
34 g/dl

3 800 000 mm3

10 000 mm3
10.8 g/d|
32 %
90 000 mm3
04 %
42 %
00 %
00 %,
54 %
00 %
84.2 fl
28.4 pg
33.7 g/dl



Muestra 19

Glébulos Rojos
Glébulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Férmula Diferencial
Abastomados
Segmentados
Eosindfilos

Basofilos -

Linfocitos

Monocitos.

* Constantes Corpusculares

Volumen Corpuscular Medio (VCM)’
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

Muestra 20

Gldbulos Rojos
Globulos Blancos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

* Formula Diferencial

Abastomados

Segmentados

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

* Constantes Corpusculares
Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemglobina Corpuscular Medio (HCM)
Concent. Hemog. Corpus. Media ( CHCM)

3 600 000
8 000
7.5
30
70000

02
38
00
00
59
00

83.3
20.8
25

3 300000
10000
9.6
31
180 000

00
84
03
00
13
00

93,9
29
30.9

mm3
mm3
g/di
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

P8
g/dl

mm3
mm3
g/d!
%
mm3

%
%
%
%
%
%

fl

P8
g/dl

84



Anexo 05.

Figuras que registran el proceso de la prueba E. canis

Ab Test Kit.

T i
rock T

S
22750

‘@ akag .,

Fig 01. Presentacion de la E. canis Ab Test Kit.
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Fig 02. Aplicando sangre al Kit Diagnéstico.
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Fig 03. .Procesamiento de muestra.

E. canis Ab

FIG 04. Observamos la muestra positiva.
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