UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE MEDICINA VETERINARIA

UNIVERSIDAD

o
m
0
g
>
z
>
:u
0
>

4

Ehrlichia canis en perros atendidos en la

Clinica Veterinaria Orejitas Vet,
Chimbote — Peru

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Médico Veterinario

Presentada por

Melany Katerine Ariana Garrido Espada

Asesor

Dr. Teéfilo Severino Torrel Pajares

CAJAMARCA - PERU
2023



COPYRIGHT © 2023 por
MELANY KATERINE ARIANA GARRIDO ESPADA
Todos los derechos reservados



UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA

NORTE DE LA UNIVERSIDAD PERUANA
Fundada Por Ley N°14015 Del 13 De Febrero De 1962

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

UNIDAD DE INVESTIGACION
Av. Atahualpa 1050 -Ciudad Universitaria Ed

CERTIFICADO DE ORIGINALIDAD

EL QUE SUSCRIBE DIRECTOR DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
VETERINARIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA.

CERTIFICA:

Que, la Tesis Titulada “ Ehrlichia canis EN PERROS ATENDIDOS EN LA CLINICA VETERINARIA OREJITAS
VET, CHIMBOTE - PER0", corresponde a la Autoria de la Bachiller en Medicina Veterinaria : MELANY
KATERINE ARIANA GARRIDD ESPADA. en base al reporte de originalidad bajo el codigo DIESIB8RSE,
arrojando el 14% de coincidencias; presentado por el Asesor Dr. Tedfilo Severino Torrel Pajares, al
amparo del numeral 3, inciso 304 de la directiva N° 01-2020-VRI-UNC. “Uso de Software Antiplagio de la
UNC", aprobado con Resolucion de Consejo Universitario N° 0937-2020-UNC, de fecha 25 de junio del 2020

Se expide la presente, a solicitud escrita de la interesada y para los fines que considere conveniente.

Cajamarca, mayo 25 del 2023

Atentamente,

il
YT

= r‘f..._ -
Dr. Wilde?{;uie{e Uncagaﬁ'

27 Director de la Unidad de Investigacion




UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA

NORTE DE LA UNIVERSIDAD PERUANA
Fundada Por Ley N°14015 Del 13 De Febrero De 1962

UNIVERSIDAD LICENCIADA
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

DECANATO
Av. Atahualpa 1050 - Ciudad Universitaria Edificio 2F ~ 2035 Fono 076 365852

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

En Cajamarca, siendo las once horas y treinta minutos del dia veintidés de mayo
del dos mil veintitrés, se reunieron en el Auditorio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias “César Bazan Vasquez” de la Universidad Nacional de Cajamarca los
integrantes del jurado calificador, designados por el Consejo de Facultad, con el
objeto de evaluar la sustentacion de Tesis titulada: “Ehrlichia canis EN PERROS
ATENDIDOS EN LA CLINICA VETERINARIA OREJITAS VET,
CHIMBOTE - PERU” asesorada por el docente Dr. Teéfilo Severino Torrel
Pajares y presentada por la Bachiller en Medicina Veterinariaz. MELANY
KATERINE ARIANA GARRIDO ESPADA.

Acto seguido el presidente del jurado procedié a dar por iniciada la sustentacion y
para los efectos del caso se invitd al sustentante a exponer su trabajo.

Concluida la exposicion de la Tesis, los miembros del jurado calificador formularon
las preguntas que consideraron convenientes relacionadas con el trabajo presentado;
asimismo, el presidente invito al publico asistente a formular preguntas
concernientes al tema.

Después de realizar la calificacion de acuerdo a las pautas de evaluacion sefialadas
en el Reglamento de Tesis, el jurado calificador acordo: APROBAR la sustentacion
de Tesis para optar el Titulo Profesional de MEDICO VETERINARIO, con el
calificativo final obtenido de DIECISIETE (17).

Siendo las doce horas y veinte minutos del mismo dia, el presidente del jurado
calificador dio por concluido el proceso de sustentacion.

Dr. ABEL CHOR GARCIA BAZAN Dr. JUAN DIOS ROJAS MONCADA
SIDENTE SECRETARIO
Qre. ‘{ @ i
Dras IAE ZABE{*I PAJARES ACOSTA Dr. TEOFILO S O TORREL PAJARES
VOCAL ASESOR )



Dedicatoria

A mis padres, Franklin Alberto Garrido Escalante y
Marieli Espada Arce; por el apoyo, comprension y

su amor incondicional.

A mis hermanos, por su apoyo Y carifio.

Melany Katerine Ariana Garrido Espada



Agradecimiento

A Dios, por darme la vida y sefialarme el camino correcto para alcanzar mis metas.

A la Universidad Nacional de Cajamarca, mi Alma Mater, lugar donde tuve la

oportunidad de realizar mi carrera profesional.

A los docentes de la Facultad de Ciencias Veterinarias, por sus acertadas

ensefianzas.

Al Doctor Teofilo Severino Torrel Pajares, por el asesoramiento en la ejecucién de

la presente tesis.

Melany Katerine Ariana Garrido Espada



INDICE GENERAL

Dedicatoria

Agradecimiento

INTRODUCCION

CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes de la investigacion

1.1.1 Internacionales

1.1.2 Nacionales

© ~ b b b

1.1.3 Regional

1.2 Bases tedricas

1.2.1 Generalidades de Ehrlichiosis Canina Monocitica
1.2.2 Clasificacion taxondmica

1.2.3 Ciclo de vida y morfologia

1.2.4 Epidemiologia

1.2.5 Ciclo de transmision

1.2.6 Patogenicidad

1.2.7 Trastorno plaquetario
1.2.8 Respuesta inmune

1.2.9 Persistencia de la infeccion

1.2.10 Manifestaciones de la enfermedad

1.2.11 Diagnéstico

1.2.12 Tratamiento

1.2.13 Medidas preventivas

1.3 Definicion de términos basicos

CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

2.1 Ubicacion geografica

2.2 Disefio de la investigacion

11
12
12
13
14
15
16
17
18
20
23
24
25
28
29
30
32

32
32
33



2.3 Métodos de investigacion

2.4 Poblacién, muestra y unidad de analisis

2.5 Técnicas e instrumentos de recoleccién de informacién

2.6 Técnicas para el procesamiento y andlisis de la informacion
2.7 Equipos, materiales e insumos

CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO IV

CONCLUSIONES

CAPITULO V

SUGERENCIAS

REFERENCIAS

ANEXOS

1. Protocolo de bioseguridad en el desarrollo de la investigacion.

2. Ficha de consentimiento informado

3. Ficha clinica

4. Anigen Rapid E. canis Ab Test Kit

33
34
34
35
35
36

36
39

39
40
40
41
52
52
55
56
57



INDICE DE TABLAS

Tabla 2: Frecuencia de E. canis en perros atendidos en la Clinica Veterinaria Orejitas
Vet. 36

Tabla 3: Frecuencia de los casos hallados en perros de 0 a 12 meses de edad 37

Tabla 4: frecuencia de los casos hallados en perros mayores a 12 meses de edad __ 37



Vi

RESUMEN

La Ehrlichia canis es una bacteria Gram negativa intracelular distribuida a nivel
mundial que afecta a los caninos desarrollando signos clinicos inespecificos. En Peru
se ha reportado desde 1982, pero, no se presta especial atencion en cuanto a su
epidemiologia, a pesar de ser zoonGtica. En este contexto, la presente investigacion se
llevo a cabo con el objetivo de determinar la frecuencia de Ehrlichia canis en perros
atendidos en la Clinica Veterinaria Orejitas Vet, Chimbote — Per(, durante los meses
de noviembre 2022 a febrero 2023. Se trabajo con 100 perros, los cuales fueron
divididos en dos grupos con igual nimero de individuo: Grupo A (n = 50), perros
menores a 12 meses de edad y Grupo B (n =50), perros mayores de 12 meses de edad.
Se extrajo sangre por venopuncién de la vena cefélica y se analizaron mediante
inmunoensayo cromatografico usando el kit de prueba Anigen Rapid E. canis Ab. Se
obtuvo una frecuencia del 50% (50/100) £ 9,8 entre ambos grupos, por grupos, en el
Grupo A 40% (20/50) + 13,5 y el Grupo B 60% (30/50) + 13,5, segun la edad. Se
concluye que, la frecuencia de Ehrlichia canis fue mayor en perros mayores a 12 meses
de edad (60% =+ 13,5), en comparacion a perros menores a los 12 meses de edad (40%

+13,5).

Palabras clave: Canes domésticos, Ehrlichiosis canina, frecuencia, Orejitas Vet.
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ABSTRACT

Ehrlichia canis is an intracellular Gram-negative bacterium distributed worldwide that
affects canines developing nonspecific clinical signs. In Peru it has been reported since
1982, but no special attention is paid to its epidemiology, despite being zoonotic. In
this context, the present investigation was carried out with the objective of determining
the frequency of Ehrlichia canis in dogs treated at the Clinica Veterinaria Orejitas Vet,
Chimbote - Peru, during the months of November 2022 to February 2023. We worked
with 100 dogs, which were divided into two groups with the same number of
individuals: Group A (n = 50), dogs under 12 months of age and Group B (n = 50),
dogs over 12 months of age. Blood was drawn by venipuncture from the cephalic vein
and analyzed by chromatographic immunoassay using the Anigen Rapid E. canis Ab
test kit. A frequency of 50% (50/100) £ 9.8 was obtained between both groups, by
groups, in Group A 40% (20/50) £ 13.5 and Group B 60% (30/50) + 13.5, according
to age. It is concluded that the frequency of Ehrlichia canis was higher in dogs older
than 12 months of age (60% = 13.5), compared to dogs younger than 12 months of age

(40% + 13.5).

Keywords: Domestic dogs, canine Ehrlichiosis, frequency, Ears Vet.



INTRODUCCION

La Ehrlichia canis es una bacteria gramnegativa intracelular obligada que pertenece a
la familia Anaplasmataceae (1), es la causante de la Ehrlichiosis Monocitica Canina
(EMC), enfermedad observada muy frecuente en perros (2) y de distribucién mundial,
aungue es de mayor preocupacion en climas tropicales y templado (3). Este
hemoparésito es principalmente un agente etioldgico en perros, aunque también se ha
informado en otras especies de mamiferos y existe un riesgo zoonético minimo
(4). Rhipicephalus sanguineus es el vector bioldgico de este patdgeno, que también

tiene una amplia distribucion (5).

La Ehrlichia canis tiene tropismo por las células hematopoyéticas, desarrollando una
enfermedad potencialmente fatal en perros que requiere un diagndstico rapido y
preciso para iniciar una terapia adecuada que conduzca a un prondstico favorable. La
enfermedad se caracteriza por tres etapas; 1) aguda, 2) subclinica y 3) crénica y los
perros infectados con E. canis permanecen infectados durante toda su vida, incluso

después de recibir un tratamiento antibidtico con doxiciclina (6).

La Ehrlichiosis Monocitica Canina es una enfermedad de gran preocupacién en los
propietarios de mascotas principalmente en lugares tropicales como es la costa
peruana, por ser una afeccion multisistémica con signos clinicos inespecificos lo que
conlleva a confusion con otras enfermedades. Las fases agudas se caracterizan por
fiebre alta, depresion, letargo, anorexia, linfadenomegalia y esplenomegalia ; los
signos clinicos incluyen petequias dérmicas, equimosis Yy epistaxis (7).
Trombocitopenia es el cambio hematolégico mas prominente en la fase aguda (8,

9). Durante la fase subclinica, no hay signos clinicos o hematologicos manifiestos


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rhipicephalus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/splenomegaly
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/punctate-hemorrhage

explicitos (10). La fase cronica se caracteriza por pancitopenia debido a la supresion o
destruccion de la médula désea (11). Mucosas palidas, sangrado, pérdida de peso
significativa y debilidad son signos clinicos comunes durante esta fase. Los signos
clinicos en la fase cronica son similares a los de la fase aguda; pero con mayor

severidad (7).

Los meétodos tradicionales de diagndstico de la EMC se basan en signos clinicos,
hallazgos hematoldgicos de laboratorio, presencia de E. canis en frotis de sangre y
pruebas de inmunodiagnéstico, como serologia, aislamiento y deteccion
molecular. Sin embargo, muchos estudios han informado una mayor eficiencia de las
técnicas moleculares en comparacion con otras para la confirmacion de un diagnéstico
de EMC (12, 13). No obstante, se debe considerar que estos ultimos necesitan equipos
mas sofisticados que no estan al alcance de la mayoria de profesionales o consultorios

médicos, por lo que se optan por métodos mas practicos y menos costosos.

Determinar la frecuencia de Ehrlichia canis en un determinado lugar permite la toma
de una serie de medidas pertinentes para su prevencion u optar por medidas especificas
de tratamiento, posterior a un diagnostico definitivo mediante serologia, precedido por
una sintomatologia y condiciones ambientales o naturales que permitan el desarrollo

del vector bioldgico y los mecanismos de su diseminacion.

En diversos lugares del Peru, se ha reportado la presencia de Ehrlichia canis en perros
diagnosticados mediante inmunoensayo cromatogréafico, en los que generalmente se
han encontrado factores asociados a la enfermedad el mal estado de salud del animal,
un mayor promedio de infestacion por garrapatas y edad adulta; de esta manera en

Huanuco se ha reportado una prevalencia de 51,3% a Ehrlichia canis en perros de edad


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pancytopenia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mucosa

adulta, de un total de 150 animales (14). En los distritos de Lima Metropolitana en un
estudio mas reciente se encontré una frecuencia seroldgica de 59,4% (723/1716) de
perros positivos a Ehrlichia canis y como factores asociados la raza mestiza y la edad

mayor a dos afos (15).

En la ciudad de Chimbote se reporta pocos datos acerca de ésta enfermedad, motivo
por el cual el objetivo general del presente trabajo de investigacion fue determinar la
frecuencia mayor a 23,3 % de E. canis en perros atendidos en la Clinica Veterinaria
Orejitas Vet, Chimbote — Peru, y como objetivo especifico determinar la frecuencia de

E. canis segun la edad en la Clinica Veterinaria ya mencionada.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1.

Internacionales

La Ehrlichiosis Monocitica Canina se ha distribuido alrededor de todo el
mundo, asi, en Tailandia se realizé un estudio con la finalidad de definir la
diversidad genética de E. canis. Usando PCR y andlisis filogenético de los
dsb, gp19y gp36, se examinaron las caracteristicas moleculares de E. canis,
en el que se extrajo ADN de 220 muestras de sangre completa de perros
infectados de forma natural, todos con signos clinicos compatibles con
enfermedades transmitidas por garrapatas. De los animales analizados, el
16,4% (36/220) proporciond ADN positivo de genes de E. canis a través de
dsb y gpl9; sin embargo, solo 13 de las 36 muestras (36,1%) fueron
positivas para el gen gp36. Las secuencias del gen dsb tenian una identidad
muy alta (99-100%) consecuencias deE. canis depositadas
previamente. Las secuencias del gen gpl19 fueron similares a las de los
genogrupos de EE. UU y Taiwan (98,8-99,5% de identidad). La elucidacion
de las caracteristicas genéticas de E. canis basadas en el gen gp36 mostrd
una identidad compartida del 91,4% al 99,1%. Habia 426-429 pb de una
region en tandem de pre-repeticion del extremo 5', una repeticion de 27 pb
con numeros variables de una region de repeticion en tdndem (TR) de
9 secuencias de aminoacidos (TEDSVSAPA), y una region terminal 3’

variable con longitud de secuencia dependiendo del aislado (72-93 pb). Los


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/peptide-sequence
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phylogenetic-tree

arboles filogenéticos de E. canis, particularmente usando las de
aminoéacidos gp36, mostraron que las cepas tailandesas se dividian en dos
clases filogenéticos contenidos dentro de otras cepas de E. canis en todo el
mundo. El alineamiento y el analisis filogenético sugirieron que las cepas
de E. canis de Tailandia podrian dividirse en dos genogrupos, los de EE. UU

y Taiwan (16).

Otra investigacion se llevo a cabo en México con el fin de investigar
infecciones por rickettsiosis en perros. Se tomaron muestras de sangre de un
total de 246 perros y se examinaron inicialmente para detectar Ehrlichia
canis, E. chaffeensis, E. ewingii, Anaplasma phagocytophilum y Rickettsia
rickettsii mediante un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR). Sesenta y cinco perros fueron monitoreados y muestreados dos
veces con 7 u 8 meses de diferencia. Mediante gPCR se detectaron 72 perros
positivos a E. canis (prevalencia del 29,26%). Estos perros también fueron
probados por PCR anidada para detectar los mismos patégenos. Ninguno de
los perros estudiados dio positivo a E. chaffeensis, E. ewingii, R.
rickettsii ni A. phagocytophilum en ambos ensayos de PCR. La incidencia
acumulada de la infeccion por E. canis fue del 38,46%. El analisis de
secuenciacion de los productos de PCR anidados reveld una identidad del
100% vy del 98,1% de E. canis y R. parkeri, respectivamente. Encontrando

un perro coinfectado con E. canis y R. parkeri (17).

En Venezuela también se ha identificado anticuerpos anti-E. canis y

molecularmente en una comunidad rural del estado de Aragua. De 110


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phylogenetic-tree

muestras  sanguineas de perros domésticos evaluados  por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y por PCR, se hall6 una seroprevalencia
de 77.3% y deteccion molecular de 45.2%. Adicionalmente se identificaron
a Rhipicephalus sanguineus en el 69% de los perros y el 80% (68/85) de los

perros con garrapatas fueron seropositivos (18).

En Cauca (Colombia), se encuestaron 506 residentes sanos y 114 perros de
cuatro municipios de quienes se tomaron muestras de sangre para evaluar
anticuerpos contra E. canis en el suero humano y canino mediante el ELISA
del péptido de repeticion en tandem 19 (TRP19) y el ensayo de
inmunofluorescencia indirecta (IFA). A los resultados, los anticuerpos
contra Ehrlichia canis TRP19 solo se detectaron en 1/506 sueros humanos,
pero la Gnica muestra positiva fue negativa por IFA. La mayoria (75/114;
66%) de los perros estudiados tenian anticuerpos contra el péptido TRP19
de E. canis por ELISA, y ocho sueros seleccionados al azar se confirmaron
ademas por IFA de E. canis. Las muestras de ADN genémico obtenidas de
73 muestras de sangre de perro positivas a E. canis TRP19 se examinaron
mediante PCR dirigida al gen del acido ribonucleico 16S (ARNr). EI ARNr
16S de Ehrlichia canis se amplifico en 30 (41%) de los perros, y se
seleccionaron 16 amplicones para la secuenciacion del ADN, que confirmé
que todos eran E. canis. Se realizd una segunda PCR en las 16 muestras
positivas a la PCR del 16S rRNA de E. canis para determinar el genotipo
TRP36 mediante la amplificacion del gen trp36. La secuenciacion del
amplicén de la PCR TRP36 identifico a nueve perros infectados con el

genotipo TRP36 de E. canis de EE.UU. (56%), un perro con el genotipo



brasilefio (6%) y seis perros con el genotipo costarricense (38%). Ademas,
estas firmas moleculares de genotipo eran consistentes con el andlisis
serologico utilizando péptidos especificos del genotipo TRP36.
Notablemente, no hubo evidencia seroldgica de infeccién por E. canis en
humanos, sugiriendo que la infeccion por E. canis en perros en el Cauca no

esta asociada con la infeccidn zoonética en humanos (19).

En Chile también se ha reportado un caso clinico de Ehrlichiosis causada
por Ehrlichia canis en un perro de la ciudad de Arica, el cual fue
diagnosticado molecularmente. Se trataba de un canino mestizo siberiano
hembra de 10 afios, infestada con garrapatas que presentd un cuadro de
hematomas, sangrado bucal profuso y marcado compromiso del estado
general. En los exdmenes clinicos destacaba trombocitopenia (30,000
plaguetas/mm3) y mediante un test rapido inmunocromatografico para E.
canis dio positivo. La amplificacion y secuenciacion de un fragmento del
gen 16S ARNTr a partir de muestra de sangre mostré 100% de homologia
con E. canis de Peru. Entonces, se trato del primer reporte de la presencia

de E. canis en Chile en el 2012 (20).

A su vez, en Rio de Janeiro (Brasil) se ha reportado la presencia de
Ehrlichiosis Monacitica Canina. En un estudio transversal, observacional y
descriptivo con el objetivo de investigar la epidemiologia de Ehrlichia
canis en perros sanos de la region sureste de Rio de Janeiro, se recogieron
muestras de sangre de 390 perros domeésticos. Se realizaron visitas durante

las cuales se llenaron cuestionarios epidemioldgicos sobre las caracteristicas



de los perros, asi como los entornos en los que vivian. Las variables se
analizaron mediante una prueba bivariada, mientras que el andlisis de
correlacion entre las variables se realizd a través de la prueba phi. Se
seleccionaron para el analisis multivariante las variables que tuvieron
valores de p inferiores a 0,2 en el andlisis bivariado y tenian una correlacion
baja 0 moderada. Se retuvo el modelo que tenia el valor mas bajo del criterio
de informacion de Akaike (AIC). Entre las 390 muestras de sangre
analizadas, el 24,8% se consideraron positivas para E. canis. EI modelo de
regresion logistica parsimoniosa present6 un valor AIC de 408,75 y mostro
tres variables que favorecieron la presencia de ADN de E. canis en los
perros analizados: acceso del animal a calles y barrios urbanos (relacion de
probabilidad [OR] = 1,91; p-valor = 0,02; intervalo de confianza [IC]: 1,14
— 3,18), infestacion de garrapatas (OR = 2,01; p-valor = 0,006; IC: 1,22 —
3,32) y malas condiciones higiénicas (OR = 2,19; valor de p = 0,002; IC:
1,31 — 3,67). El modelo se considerd bien calibrado segln la prueba de
Hosmer-Lemeshow (p = 0,39). Y segun el estudio, los perros gue tenian
acceso a la calle y al barrio, infestados de garrapatas y vivian en malas
condiciones higiénicas tenian mas probabilidades de infectarse con E.

canis (2).

También en otros paises de América del Sur se ha reportado la presencia de
E. canis, como en la garrapata en Rhipicephalus sanguineus en Argentina
(21). En Paraguay, los perros de mayor edad sin atencion veterinaria tenian
mayores probabilidades de ser positivos a E. canis y un mayor nimero de

perros en el mismo hogar, asi como la ausencia de tratamiento



1.1.2.

antigarrapatas, se consideraron factores de riesgo para Ehrlichia canis (22).
En Uruguay se ha encontrado Ehrlichia sp. en la

garrapata Ixodes auritulus de vida libre (23).

Nacionales

En localidades fronterizas de los departamentos Loreto, Madre de Dios, y
Tumbes se realiz6 un estudio mediante encuestas para evaluacion serologica
empleando el ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) con la finalidad
de determinar inmunoglobulinas G (IgG) e inmunoglobulinas totales
(lgA+IgM+IgG) de anticuerpos a Rickettsia y Ehrlichia en 1634 personas.
A los andlisis se hall6 una prevalencia de contacto reciente para Ehrlichia de
3,7% (1C95%: 3,0-4,4) y para Rickettsia de 10,6% (1C95%: 9,1-12,1), y de
contacto pasado para Ehrlichiade 19,0% (1C95%: 17,1-21,0) vy
para Rickettsia de 23,3% (IC95: 21,2-25,3) (24). A pesar que el estudio se
llevé a cabo en personas, es importante no deslindar la presencia de los
perros y el vector biolégico de la Ehrlichia, la garrapata Rhipicephalus

sanguineus.

En la ciudad de Huanuco, se recolectaron muestras de sangre de 150 perros
seleccionados al azar sin distinciéon de raza, edad ni sexo, infestados con
garrapatas en diez consultorios veterinarios, con el proposito de determinar
la frecuencia y factores asociados a la infeccion por Ehrlichia canis. Al
procesado de las muestras, mediante inmunoensayo cromatografico se
detecto anticuerpos contra E. canis y el 51,3% de los perros estuvieron

infectados con la bacteria. A la presencia de la Ehrlichiosis se asoci6 el mal
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estado de salud del perro (p=0,049), un mayor promedio de infestacion por

garrapatas (p=0,018) y perros de edad adulta (p=0,038) (14).

Se realizo otro estudio en la zona norte de Lima Metropolitana con el fin de
determinar la frecuencia seroldgica de Ehrlichia canis en pacientes caninos
mediante revision de la base de datos de un laboratorio de anélisis clinicos,
aquellos registros con analisis de hemograma y contra E. canis durante los
afios 2014-2016. Las muestras fueron analizadas con un kit comercial
especifico para detectar E. canis y a los resultados se determind una
frecuencia seroldgica 59,4% (723/1216) de caninos positivos. Ademas, se
hall6 asociacion significativa de la presencia de Ehrlichiosis para los perros
de raza mestiza y mayor a 2 afios. Asimismo, en perros adultos positivos a
la enfermedad presentaron valores menores de la serie roja, blanca y

plaquetaria con respecto los perros negativos (15).

En la Clinica de Animales Menores y del Laboratorio de Patologia Clinica
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos se ejecutd un estudio retrospectivo de tipo caso-control para
evaluar los factores de riesgo asociados a la presentacién de Ehrlichiosis
Canina en perros. Se consiguieron tanto los casos positivos (n = 50) como
los controles (n = 100), analizados con la prueba Chi Cuadrada para
determinar la asociacion segun raza, sexo, edad, historia de garrapatas y
lugar de origen. Al término del estudio, de los casos, el 50% fue de raza
grande, 72% fueron machos, el 68% fue mayor de 2 afios y el 82% tuvo

historia de infestacion por garrapatas. Los factores de riesgo asociados con
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la enfermedad fueron razas grandes (OR=12,8, p=0,024), raza Pastor
aleman (OR=12,2, p<0,01), edad (2-4 afios: OR= 4,0, p=0,008) e historia de

garrapatas [82% (48/50) para los casos y 1% (1/100) para los controles] (25).

Es imperante tomar especial énfasis en la capacidad zoonoética de esta
bacteria ya que se ha detectado seropositividad a Ehrlichia canis mediante
la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en pacientes humanos. Asi
lo demostré un estudio llevado a cabo en Lima metropolitana, donde
evaluaron 91 sujetos sin distincion de género, edad o condicion
socioecondmica cuyos perros tenian historia de Ehrlichiosis dentro de los
seis meses previos al muestreo y a los resultados se obtuvo una frecuencia
de pacientes seropositivos de 14,3% (26). De manera similar se hallo
seropositividad a Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis en personal de
clinicas veterinarias y en personas en contacto con canes con Ehrlichiosis
Canina provenientes de diferentes distritos de Lima Metropolitana, en el
que, de 90 muestras de suero de 55 varones y 35 mujeres, se encontré 23,3%

de seropositividad a E. canis y 20,0% a E. chaffeensis (27).

Regional

Los estudios realizados a nivel regional son limitados, Gnicamente se ha
reportado un estudio en la ciudad de Chimbote el cual se realiz6 en el afio
2013 con el objetivo de determinar la frecuencia de caninos positivos a
Ehrlichia canis procedentes de diferentes clinicas veterinarias de la ciudad
y mediante inmunocromatografia se analizaron 30 perros de entre machos y

hembras, de los cuales el 23,3% resultaron positivos, cinco (27,8%) fueron
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machos y dos (16,7%) hembras, ademas, con respecto a la edad, la mayor
proporcion se hallé en perros mayores a cuatro afios (40%), seguido de
perros de cero a dos afios (20%) y finalmente de dos a cuatro afios (10%).
Al término del estudio se concluyo que la Ehrlichiosis Canina esta afectando

a la poblacion de canes residentes en la ciudad de Chimbote (28).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Generalidades de Ehrlichiosis Canina Monocitica

La Ehrlichiosis Canina Monocitica (ECM) es una importante enfermedad
transmitida por garrapatas del perro en todo el mundo (29). También se
conoce como rickettsiosis canina, fiebre hemorragica canina, tifus,
enfermedad del perro rastreador y exposicion tropical a las garrapatas
caninas (30). Aunque el papel zoonético de los perros como reservorio de
la infeccién humana nunca ha demostrado ser una amenaza, sigue siendo
una gran preocupacion para muchos pacientes caninos. Los veterinarios
desempefian un papel importante en la prevencion, el diagndstico y el

tratamiento de las infecciones por Ehrlichia en los perros (31).

El principal vector de la ECM es Rhipicephalus sanguineus (32). Se ha
demostrado experimentalmente que Dermacentor variabilis también es
capaz de transmitir E. canis (33). Se trata de una enfermedad multisistémica
gue se manifiesta de forma aguda, subclinica y crénica. El resultado de esta
altima forma es la muerte (11). Incluyen anorexia, letargo, fiebre,
linfadenomegalia esplenomegalia y hemorragias, mientras que la

trombocitopenia y la pancitopenia son hallazgos hematolégicos comunes
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hematoldgicas comunes (34). La doxiciclina y otras tetraciclinas son los
agentes terapéuticos de eleccion para la EMC (35). También se han
estudiado otros agentes antibacterianos de eficacia variable (36). Hasta la
fecha, no existe ninguna vacuna comercial para la ECM y el control de las
garrapatas sigue siendo la principal medida preventiva contra esta
enfermedad. Un estudio anterior demostré que una vacuna inactivada era
capaz de provocar una rapida respuesta humoral y celular dirigida a los
antigenos de Ehrlichia canis, pero solo se consiguié una proteccién clinica

parcial cuando los perros fueron desafiados con una cepa avirulenta (37).

Clasificacion taxondmica

Anteriormente, Ehrlichia spp. estaba clasificado en la familia Rickettsiaceae
y Anaplasma spp. en la familia Anaplasmataceae del orden Rickettsiales.
En la actualidad, estos dos géneros pertenecen a la familia Anaplasmataceae
(1). Las especies de Ehrlichia pueden dividirse en tres clases en funcion de
las células huésped que infectan, como células monociticas, granulociticas
y trombociticas (30). Sobre la base de la homologia de la secuencia del
ARNr 16S vy la relacion antigénica, se han delimitado tres genogrupos de
Ehrlichia: (i) el genogrupo E. canis (E. canis, E. chaffeensis y E. ewingii);
(i) genogrupo E. phagocytophila (E. phagocytophila, E. equi, agente de la
Ehrlichiosis Granulocitica Humana (HGE) y A. platys); y (iii) el genogrupo
E. senetsu (E. sennetsu, E. resticii y E. bovis) (38). Recientemente, los
géneros de familias Rickettsiaceae y Anaplasmataceae fueron reorganizados

tras el estudio de las secuencias del ARNr 16S. La familia Anaplasmataceae
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estd formada por los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia y
Wolbachia. Se propuso incluir en el género Anaplasma algunas especies de
Ehrlichia como E. (Anaplasma) phagocytophila (compuesta por E. equi y
el agente HGE), E. (Anaplasma) bovis y E. (Anaplasma) platys. Uno de ellos
fue cambiado al género Neorickettsia es E. (Neorickettsia) sennetsu y una
especie del género Cowdria se reclasifico en Cowdria (Ehrlichia)

ruminantium (31).

Ciclo de vida y morfologia

Ehrlichia spp. se replica en la garrapata. El ciclo de Ehrlichia spp. pasa por
tres etapas de desarrollo, cuerpos elementales, cuerpos iniciales y morulas
(39). Dentro de una célula, los pequefios cuerpos elementales (0.2 a 0.5 pum)
se convierten en cuerpos iniciales mas grandes (de 1.0 a 1.5 pum) v,
finalmente, en cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos (moérulas: 2 a5 um)
que contienen aproximadamente 100 cuerpos elementales (38). Desde el
organismo Unico se adhiere a la membrana plasmatica (Figura 1), se
invagina en las células de las células del huésped, el organismo se divide
por fisién binaria en moérulas mas grandes. Los organismos pueden salir de

las células por lisis celular o por exocitosis.
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Figura 1: Representacion esquematica del ciclo de crecimiento de Ehrlichia en

una célula infectada.

1.2.4. Epidemiologia

Las especies de Ehrlichia que infectan a los animales estan distribuidas en
la mayoria de las regiones del mundo, principalmente en los climas
tropicales y templados. Para algunas especies de este microorganismo, la
distribucion geografica no ha sido totalmente determinada. Debido a la
infeccion cronica, las manifestaciones de la enfermedad pueden
desarrollarse afios después de la transmision por garrapatas y después de que
el perro haya sido trasladado a una regién no endémica donde la enfermedad
podria no ser considerada (30). Se han notificado diferentes tasas de
seroprevalencia de la ECM en todo el mundo; 17-26% en Israel (40), 32%
en Camerun (41), 44% en México (42), 24% en Granada (43), 3% en
Sudafrica, 52% en Zimbabue (44) y 10-31,9 en Brasil (45). Debido a la

infeccion cronica, las manifestaciones de la enfermedad pueden
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desarrollarse afios después de la transmision por garrapatas y después de que
el perro haya sido trasladado a una regién no endémica donde la enfermedad
podria no considerarse (30). Asi como en los paises mencionados, se ha
reportado en muchos otros alrededor del mundo, con mayor o menor

frecuencia.

Ciclo de transmisién

La garrapata marron del perro, Rhipicephalus sanguineus, actia como
vector primario de E. canis que transfiere el patdgeno entre los huéspedes
durante las comidas de sangre. Los perros, tanto domésticos y salvajes,
actian como reservorios de este patdgeno y son los principales huéspedes
de las garrapatas, entonces, las garrapatas del perro se convierten en
portadoras del patégeno cuando se alimentan de la sangre de un perro con
raquitismo. Se almacenan en el intestino medio y en las glandulas y E. canis
se transfiere a través de la saliva de las garrapatas portadoras del patdgeno
durante las comidas de sangre (46). Si se infecta en la fase larvaria, la
garrapata retiene el patégeno durante las dos etapas siguientes de su vida y
puede inocular a los huéspedes durante las comidas de sangre tanto en la

fase de ninfa como en la de adulto en transmision transestadial (46).

Debido a que el vector de E. canis utiliza la especie canina como huésped
primario, esta bacteria se asocia mas comunmente con los perros, pero se
han reportado multiples casos en humanos (47). Los gatos, aunque son raros
se han descubierto anticuerpos contra E. canis (48, 49) lo que implica que

ellos también pueden potencialmente contraer la infeccion.
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1.2.6. Patogenicidad

Las paredes celulares de los organismos Ehrlichiosis carecen de
peptidoglicano y el lipopolisacérido tipicamente presente en al menos
pequefias cantidades en la mayoria de las demas bacterias gramnegativas, 1o
que se cree que contribuye a su capacidad para resistir la respuesta
inmunitaria del huésped. La falta de estos dos materiales reduce la rigidez
de la pared celular permitiendo que el exterior de la pared celular sea
dinamico facilitando a su vez la evasion de las células de E. canis de los
anticuerpos en el cuerpo de su organismo huéesped. Las células de E. canis
carecen de estructuras internas complejas que permitan la sintesis de
azlcares y, a su vez, utilizan aminoacidos como fuente de energia (50). La
patogénesis consiste en un periodo de incubacion de 8 a 20 dias, seguido de
la fase aguda, subclinica y, en algunos casos, cronica. Como las Ehrlichia
no contienen pili, el proceso de entrar en el huésped y facilitar la infeccion
se produce una vez que la Ehrlichia se une a la célula del huésped a traves
de su membrana externa. Después de que la bacteria se envuelva dentro de
la célula huésped, la Ehrlichia forma compartimentos con membrana
(endosomas) que ayudan a mantener sus compartimentos citoplasmicos
diferenciados. Una vez transmitida, E. canis se dirige a las células
fagociticas mononucleares y las infecta. Los mas infectados son los
monocitos, dentro del humanos o caninos. Sin embargo, se supone gque,
debido a su mayor frecuencia y mayores tasas de infeccion, los fagocitos
mononucleares son capaces de mantener la infeccion productiva dentro de

sus células (51).
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Normalmente, un monocito infectado contiene aproximadamente 1 0 2
morulas. Las Ehrlichia mantienen y asegura su supervivencia
multiplicandose en las endosomas del huésped. En consecuencia, estos
patdgenos son capaces de garantizar su supervivencia porque poseen la
capacidad de reprogramar los sistemas y mecanismos de defensa empleados

por la célula huésped (52).

Trastorno plaquetario

La trombocitopenia se considera la anormalidad hematol6gica mas comun
y consistente de los perros infectados natural o experimentalmente con E.
canis (53). La trombocitopenia en la ECM se atribuye a diferentes
mecanismos en las distintas fases de la enfermedad. Los mecanismos que se
cree que estan implicados en la patogénesis de la trombocitopenia en la fase
aguda de la enfermedad incluyen el aumento del consumo de plaquetas
debido a los cambios inflamatorios en el endotelio de los vasos sanguineos,
el aumento del secuestro esplénico de las plaquetas y la destruccion o lesién
inmunoldgica que da lugar a una disminucion significativa de la vida de las
plaquetas (54). Los estudios realizados con radioisétopos han demostrado
que el tiempo de supervivencia de las plaquetas disminuy6 de una media de
9 dias a 4 dias después de la infeccion con E. canis (55). Ademas, se aislo y
caracterizd un factor de inhibicion de la migracion de las plaquetas. Se ha
propuesto que este factor desempefia un papel en el aumento del secuestro
y la estasis de las plaquetas, lo que conduce a la reduccion del recuento de

plaquetas en la sangre periférica (56).
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La demostracion de anticuerpos plaquetarios (APA) en suero en perros tras
una infeccion experimental con E. canis apoya la suposicion de que la
destruccion inmunitaria también puede contribuir a la patogénesis de la
trombocitopenia en la Ehrlichiosis aguda (8). La deteccion mas temprana de
APA se realizo el dia 7 en uno de los seis perros, el dia 13 en tres, y el dia
17 en los dos perros restantes. También se ha demostrado la presencia de
APA en el 80% de las muestras de suero de pacientes humanos infectados
con Ehrlichiosis Granulocitica. El estimulo para la produccién de estos
autoanticuerpos no se comprende del todo; sin embargo, se han propuesto
dos teorias. La aparicién temprana de APA antes de la aparicion de E. canis
sugiri6 que las células B portadoras de receptores naturales de
autoanticuerpos podrian ser inducidas a la proliferacién y maduracién por
la interaccion con antigenos Ehrlichianos que son antigénicamente similares
a los antigenos propios. La teoria alternativa propone que la APA se
desarrolla de forma secundaria a los componentes de las plaquetas que se
destruyen y a la liberacién masiva de las proteinas estructurales de las
plaquetas provocada por la destruccién no inmunoldgica de las mismas (53).
Se demostrdé que el consumo de complemento ocurre durante la fase
trombocitopénica de la Ehrlichiosis aguda, y la descomplementacion parcial
de los sueros de los perros infectados moderd la gravedad de la
trombocitopenia, lo que corrobora aun mas el argumento a favor de un
componente inmunopatoldgico en la patogenia de la trombocitopenia en la
ECM (57). Paralelamente al desarrollo de la trombocitopenia durante la fase

aguda, suele observarse un aumento significativo del volumen medio de
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plaquetas que refleja una trombopoyesis activa. En la fase cronica grave de
la enfermedad, se considera que la disminucion de la produccion de
plaquetas debido a la hipoplasia de la médula 6sea es la causa de la
trombocitopenia (58). En esta fase, los perros suelen presentar pancitopenia
como resultado de esta médula 6sea hipoplasica, lo que complica ain mas

su estado clinico.

Se demostré que la adhesividad de las plaquetas disminuia en perros con
infeccion aguda por E. canis (57). Ademas, se demostrd que el suero de
perros infectados con E. canis inhibia la agregacion plaquetaria cuando se
incubaba con plaquetas de un perro sano, seronegativo para ECM. Estos
hallazgos sugieren que la disfuncion plaquetaria puede ocurrir en la etapa
aguda de la ECM vy, junto con la trombocitopenia, puede ser un factor que
contribuya a la tendencia hemorragica observada en la enfermedad. La
presencia de concentraciones maximas de APA sérico concurrente con
disfuncion plaquetaria (en los dias 17 a 24 después de la infeccion
experimental) sugirié que el APA desempefio un papel en causar disfuncién
plaquetaria en la etapa aguda de la Ehrlichiosis Canina. Se propuso que la
interaccion de APA con las glicoproteinas de la membrana plaquetaria

causaba la disfuncion plaquetaria (8).

Respuesta inmune

Cada vez hay mas pruebas que respaldan la suposicion de que los
mecanismos inmunitarios estan involucrados en la patogenia de la ECM

aguda. Esta evidencia incluye la infiltracion extensa de células plasmaticas
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de los 6rganos parenquimatosos, la aparicion de hipergammaglobulinemia
policlonal que no se correlaciona con los titulos de anticuerpos especificos
de E. canis, las pruebas de Coomb y de autoaglutinacion positivas, y la
induccion de la produccion de APA después de la infeccion experimental
por E. canis en perros (8). No hay predileccion por edad o sexo, y todas las
razas pueden estar infectadas con ECM; sin embargo, los pastores alemanes
(GSD) parecen ser mas susceptibles a la ECM que otras razas. Ademas, la
enfermedad en GSD es més grave y tiene peor prondstico que en otras razas

(59).

Las diferencias en la susceptibilidad de raza se pueden atribuir a las
diferencias de raza en la capacidad de generar respuestas inmunitarias
celulares y/o humorales adecuadas. Se ha documentado que la respuesta
inmune celular contra E. canis esta deprimida en GSD en comparacion con
los perros beagle (60). En el mismo estudio, no se observaron diferencias
significativas en la respuesta humoral entre las dos razas. Estos hallazgos
sugieren que la respuesta inmunitaria celular es el componente mas
importante del sistema inmunitario que brinda proteccién contra E. canis.
En perros infectados experimentalmente, se demostrd que los titulos
persistentemente altos de anticuerpos después del tratamiento y la
eliminacién de la rickettsia no tienen valor protector cuando los perros
fueron desafiados con cepas homdlogas o heterélogas de E. canis (61). Por
tanto, la respuesta inmunitaria humoral no parece desempefiar un papel
importante en la proteccién frente a E. canis; por el contrario, se ha

propuesto contribuir a la patogenia de la enfermedad (62).
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Se cree que se produce un estado de premunicion (inmunidad protectora) en
perros infectados de forma subclinica con E. canis y también en perros
infectados después de un tratamiento a corto plazo con oxitetraciclina (63).
Parece que la inmunidad protectora en ECM se mantiene principalmente a

través de la respuesta inmune celular en lugar de la respuesta humoral (31).

Se sospechd que la respuesta del huésped a la infeccion por E. canis
desempefiaba un papel importante en la patogenia de la enfermedad, y se ha
demostrado que la alteracidn del sistema inmunitario del huésped mediante
el uso de ciclofosfamida y suero antilinfocitario altera las manifestaciones
patoldgicas y clinicas de la infeccion experimental por E. canis. Para
determinar el papel del bazo en la patogenia de la CME, se investigé el
efecto de la esplenectomia en el curso de la fase aguda de la CME
experimental (64). Los hallazgos clinicos y hematolédgicos del estudio
indicaron que el proceso de la enfermedad fue considerablemente mas leve
en los perros esplenectomizados que en los perros intactos. No parecia haber
ninguna diferencia en el tiempo de aparicion o en el titulo de anti-
Anticuerpos de inmunoglobulina G de E. canis entre perros
esplenectomizados e intactos a lo largo del estudio (56). Durante la etapa
aguda, el consumo de alimentos fue significativamente mayor en el grupo
esplenectomizado que en el grupo intacto. Durante este periodo, se midieron
temperaturas corporales significativamente mas altas en el grupo intacto en
comparacion con el grupo esplenectomizado. El hematocrito, el recuento de
eritrocitos, las concentraciones de hemoglobina y el recuento de plaquetas

fueron significativamente mas altos en el grupo esplenectomizado que en el
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grupo intacto durante todo el curso del estudio. El bazo juega un papel
importante en la patogenia de las enfermedades inmunomediadas, y en los
casos refractarios al tratamiento médico puede estar indicada la
esplenectomia (65). La eliminacion del érgano dominante que produce
anticuerpos y la eliminacion de uno de los sitios principales del sistema
fagocitico monocitico se consideran los principales objetivos logrados por
la esplenectomia. El bazo es un sitio importante para la sintesis de tuftsina
y owndina, que sirven como opsoninas y promueven la fagocitosis. El bazo
también es un sitio importante para la sintesis de los componentes del
complemento. Mediante la eliminacion de los macréfagos esplénicos y la
reduccion de los componentes del complemento y las opsoninas, se
compromete la fagocitosis posterior a la esplenectomia (66). Los resultados
de nuestro estudio reciente sugieren que el bazo juega un papel clave en la
patogénesis de la ECM y respaldan alin mas la idea de que los mecanismos

inmunitarios estan involucrados en la patogénesis de la ECM (64).

Persistencia de la infeccion

Tras la fase aguda de la enfermedad, la infeccion por E. canis puede persistir
después de una recuperacion clinica espontanea o un tratamiento ineficaz, y
estos animales pueden entrar en la fase subclinica de la ECM. Estas
anomalias incluyen una trombocitopenia leve y una disminucion
significativa de los recuentos de leucocitos en comparacion con los valores
previos a la infeccion, debido a una reduccion de los recuentos de

neutrofilos; sin embargo, los perros no estaban leucopénicos ni
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neutropénicos durante esta fase (67). Estos resultados sugieren que la
trombocitopenia leve y la reduccion de los recuentos de leucocitos pueden
ser indicativos de cambios patoldgicos continuos y, por tanto, no deben
pasarse por alto, ya que estos animales pueden ser portadores subclinicos de

E. canis (31).

Algunos perros que padecen la etapa subclinica de ECM pueden desarrollar
la etapa cronica grave y potencialmente mortal de la enfermedad. Las
condiciones que conducen al desarrollo de la etapa cronica no se
comprenden completamente; sin embargo, pueden estar relacionados con la
raza, el estado inmunoldgico del animal, las condiciones de estrés, las
coinfecciones con otros parasitos, la ubicacion geografica, la cepa del
parasito o la reinfeccion persistente (61). El riesgo de desarrollar la forma
cronica y grave de la enfermedad debe considerarse en casos subclinicos y
no debe ignorarse. Se recomienda diagnosticar y tratar a estos perros

subclinicos para prevenir una mayor progresion de la enfermedad (64).

Manifestaciones de la enfermedad

La enfermedad puede manifestarse con una amplia variedad de signos
clinicos, de los cuales la depresion, el letargo, la pérdida de peso, la
anorexia, la pirexia, la linfadenomegalia, la esplenomegalia y la tendencia a
la hemorragia son los mas comunes. Las principales anomalias
hematoldgicas incluyen trombocitopenia, anemia leve y leucopenia leve
durante la fase aguda, trombocitopenia leve en la fase subclinica y

pancitopenia en la fase cronica. Las principales anomalias bioquimicas
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incluyen hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e hipergammaglobulinemia

(59).

Diagnostico

El diagndstico definitivo de la ECM requiere la visualizacién de morulas
dentro de los monocitos en la citologia, la deteccion de anticuerpos séricos
con E. canis la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA), la
amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y/o el gel

blotting (Western immunoblotting) (31).

Citologia

En la citologia, las Ehrlichias se tifien de azul oscuro a purpura con la tincion
de cielo de Romano. Las mérulas son cuerpos bien definidos, redondos u
ovalados, entre eosinofilos y basoéfilos, que se encuentran en vacuolas
revestidas de membrana del huésped dentro del citoplasma de las células
mononucleares (30). La mayor limitacion del examen de frotis con respecto
a tecnologias como la PCR vy la serologia es la baja sensibilidad, de un
méaximo del 66%, y el largo tiempo que se tarda en examinar con éxito un

frotis.

Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA)

En los perros infectados experimentalmente con E. canis, la prueba IFA ha
detectado anticuerpos séricos a partir de los 7 dias después de la infeccion

inicial, aunque algunos perros no se vuelven positivos hasta los 28 dias
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después de la infeccion. Si se sospecha clinicamente de Ehrlichiosis en un
perro seronegativo, la serologia debe repetirse en 2-3 semanas. En el pasado,
los titulos de anticuerpos IgG de >1:80 se han considerado diagnosticos
(30), pero las investigaciones mas recientes han indicado que los titulos
<1:80 deben considerarse sospechosos y la serologia debe repetirse en 2-3
semanas o0 debe considerarse una PCR o una inmunoblotting Western. Se
debe hacer un diagndstico e instituir un tratamiento cuando se encuentren
signos clinicos y anomalias clinico patoldgicas consistentes con la

Ehrlichiosis Canina (68).

El uso de la prueba IFA para el diagnostico de la infeccion por E. canis
puede tener algunos inconvenientes. Una de las principales preocupaciones
existe en las zonas endémicas con perros que estan infectados cronicamente
y tienen un titulo positivo, pero que por lo demas estan sanos 0 muestran
signos clinicos no especificos. En estos perros, un titulo positivo de
anticuerpos indica una exposicion pasiva a E. canis, pero no demuestra que
la Ehrlichiosis sea necesariamente una infeccion activa o la causa de los
signos clinicos que presentan. Los anticuerpos IgM e 1gG no son detectables
hasta al menos 1-3 semanas después de la infeccion. En los perros con
signos clinicos inespecificos, la repeticion de la prueba IFA después de 1 o
2 semanas puede ser beneficiosa para diferenciar entre la infeccion primaria
por E. canis y otra enfermedad secundaria. Los titulos de anticuerpos contra
E. canis deberian aumentar con la infeccion activa. Ademas, hay que tener
en cuenta la coinfeccién con multiples enfermedades transmitidas por

garrapatas causadas por agentes como otras Ehrlichia, especies de
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Rickettsia, especies de Bartonella y Babesia canis. Las enfermedades
causadas por cualquiera de estos agentes pueden ser clinica, hematoldgica y
serologicamente indistinguibles entre si. Ademas, se ha demostrado que las
proteinas inmunodominantes de E. canis presentan una reaccion serologica
cruzada con las de E. chaffeensis (el agente causante de la Ehrlichiosis
Monocitica Humana). Los estudios han demostrado que las pruebas
serologicas por IFA no pueden distinguir de forma consistente entre las
infecciones de estas dos especies. La interpretacion de la serologia de E.
canis debe incluir la consideracion del proceso de la enfermedad, las
reacciones cruzadas con otras especies de Ehrlichia, la posibilidad de
maultiples infecciones transmitidas por garrapatas y la persistencia de los
titulos de anticuerpos de la IFA después del tratamiento. Los titulos de
anticuerpos se utilizan para medir el éxito o el fracaso del tratamiento de la
ECM. El éxito del tratamiento debe basarse en la remision de los signos
clinicos, la disminucion de los titulos de anticuerpos contra E. canis y la

disminucion simultanea de las concentraciones de gammaglobulina (69).

Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion por PCR también es un método sensible para la deteccion
de E. canis, aunque actualmente existen varias limitaciones potenciales. Se
recomienda utilizar este método ademas de la serologia para el diagnostico
inicial de la Ehrlichiosis, no en lugar de ella (68). La PCR es una prueba
fiable y répida para el diagnostico de las primeras fases de la Ehrlichiosis

Canina, lo que es imprescindible para garantizar el éxito del tratamiento de
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esta enfermedad. La PCR puede detectar la presencia de Ehrlichia incluso
después de un tratamiento antibidtico especifico. Se trata de una herramienta
muy eficaz para evaluar la eliminacion de los organismos tras la terapia
antibidtica. Puede utilizarse como herramienta para evaluar la eficacia de la

terapia antibidtica mediante el andlisis de varias muestras de tejido.

Tratamiento

La doxiciclina, una tetraciclina semisintética, ha sido el farmaco de primera
linea en el tratamiento de la ECM. Aunque en la ECM aguda la doxiciclina
ha demostrado ser muy eficaz para eliminar la infeccion (70), su eficacia en
la infeccion subclinica y cronica por E. canis sigue siendo controvertida
(71). La recomendacion de dosificacion para la doxiciclina en la ECM es de
5 mg/Kg, por via oral, dos veces al dia, durante al menos 28 dias (68),
aunque puede ser necesaria una administracion mas prolongada para los
perros con infeccion cronica (64). Las nauseas y los vomitos que se observan
ocasionalmente con la doxiciclina oral pueden mejorarse mezclandola con
la comida. En la actualidad, la justificacién del uso de otras tetraciclinas
(minociclina, tetraciclina, oxitetraciclina), cloranfenicol, enrofloxacina o
dipropionato de imidocarb en el tratamiento de la infeccién por E. canis es
limitada. Recientemente se ha descubierto que este ultimo es ineficaz para
eliminar las infecciones naturales y experimentales de E. canis (72); por lo
tanto, ya no esta indicado, a menos que se documente o se sospeche una
coinfeccion susceptible de ser tratada con este farmaco (por ejemplo,

Babesia canis). Curiosamente, en un informe reciente, la rifampicina a 15
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mg/kg, por via oral, dos veces al dia, durante 7 dias, fue tan eficaz como la
doxiciclina en la eliminacion de la infeccion experimental subclinica por E.

canis en dos perros (36).

Medidas preventivas

La prevencion en zonas endémicas puede lograrse manteniendo programas
estrictos de control de garrapatas en perros y locales. Los métodos no
quimicos consisten en retirar las garrapatas de los perros a mano con un
Unico movimiento de presion lenta cerca del lugar de fijacion sin retorcer ni
aplastar (73). También es importante cambiar el habitat reduciendo al
minimo las zonas de refugio como grietas en el suelo, residuos de jardin y
hierba larga. Si se sabe que una perrera esta infectada por Ehrlichia, las
nuevas incorporaciones a la perrera deben someterse a pruebas de serologia
IFA'y, si son positivas, deben ser tratadas con un tratamiento de doxiciclina
antes de ser alojadas con los deméas perros. Ademas, se debe realizar un
control exhaustivo de la presencia de garrapatas y tratar a los perros con
acaricidas. También hay productos que son preventivos contra las garrapatas
como Frontline o incluso collares antigarrapatas como Preventic, puede
utilizar estos productos y asegurese de seguir los consejos de su veterinario
sobre como aplicar estos medicamentos. Mantenga los arbustos y la hierba
recortados en su jardin, ya que son lugares en los que a las garrapatas les
encanta quedarse y multiplicarse. Cuando se frecuenta una zona endémica,
el tratamiento con doxiciclina a 3 mg/kg V.O. c/24h disminuye el potencial

de infeccidén, pero puede acabar provocando una resistencia a los
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antimicrobianos (74). Los perros pueden volver a infectarse con E. canis
después de un tratamiento eficaz anterior, y la recuperacion no equivale

necesariamente a una inmunidad permanente.

1.3. Definicion de términos basicos

Anigen Rapid E. canis Ab: Es un ensayo inmunocromatografico para detectar
cualitativamente anticuerpos contra Ehrlichia canis en sangre entera, suero o

plasma de caninos (75).

Anticuerpos: Proteinas producidas por células plasmaticas en respuesta a un
antigeno (sustancia que hace que el organismo produzca una respuesta
inmunitaria especifica). Cada anticuerpo puede unirse a un solo antigeno
especifico. El propdsito de esta unidn es ayudar a destruir el antigeno. Algunos
anticuerpos destruyen los antigenos directamente. Otros facilitan que los
glébulos blancos destruyan el antigeno. Los anticuerpos son tipos de

inmunoglobulinas (76).

Ehrlichiosis canina: Ehrlichia canis (E. canis) es una rickettsia Gram negativa,
pleomorfica, intracitoplasmatica, obligada, miembro de la familia
Anaplasmataceae. Este patdgeno es responsable de causar Ehrlichiosis
Monocitica Canina (EMC) en caninos y probablemente en felinos, a nivel
mundial. Es transmitida exclusivamente por la garrapata marrén del perro,

Rhipicephalus sanguineus (1).

Frecuencia: Eventos de una enfermedad desencadenada en una misma o

diferente poblacion a través del tiempo (77).
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Inmunocromatografia: Es un método de prueba para detectar una enfermedad
dejando caer la muestra que contiene un analito en una tira reactiva. Esta es una
técnica rapida y simple que produce resultados de diagnostico en 10 a 15 minutos
después de dejar caer la muestra. Los resultados de las pruebas del uso de la
inmunocromatografia generalmente se juzgan mediante una verificacion visual

(78).

Vector bioldgico: Cualquier criatura viviente que puede transmitir una infeccion
a otra criatura viviente. Los humanos son técnicamente vectores, pero el término

se aplica m&s comUnmente a organismos no humanos (79).

Zoonosis: Es una infeccion o enfermedad infecciosa que puede transmitirse de

animales vertebrados (p. ej., un roedor) a humanos (79).



CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO
2.1. Ubicacion geografica

La presente investigacion se ejecutd en la Clinica Veterinaria Orejitas Vet,
ubicado en la ciudad de Chimbote, provincia del Santa, region Ancash, Per(. El
distrito de Chimbote cuenta con las siguientes caracteristicas geogréaficas y

meteorologicas*:

- Altitud : 4 msnm

- Latitud Sur :09° 04’ 15
- Longitud Oeste . 78°35° 27
- Temperatura maxima anual :32°C

- Temperatura minima anual :14°C

- Precipitacion pluvial promedio anual :40 mm

- Humedad relativa minima anual 172 %

- Humedad relativa méxima anual 192 %

- Superficie : 1461,44 km2

*SENAMHI - Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Per(, Provincia del Santa — 2021
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2.2. Disefio de la investigacion

El presente, es un estudio de corte longitudinal en el que se trabajo con 100 caninos
(Canis lupus familiaris), divididos en dos grupos con igual nimero de individuos,
el primero, Grupo A, 50 cachorros de 0 a 12 meses de edad y Grupo B con 50

perros adultos, mayor a 12 meses de edad.

Tabla 1: Distribucion de los pacientes.

N Grupos

A B
100

50 50

Con todas las medidas de bioseguridad (Apéndice 1), desde el momento en que los
pacientes caninos ingresaron a la Clinica Veterinaria, los propietarios completaron
y firmaron un formulario de consentimiento del uso de sus animales en la presente
investigacion (Apéndice 2). Los animales se identificaron mediante ficha clinica
(Apéndice 3), a los cuales se les extrajo sangre de la vena cefélica, para su
procesamiento en el Laboratorio de la Clinica Veterinaria Orejitas Vet, de la ciudad

de Chimbote.

2.3. Métodos de investigacion

La obtencion de la sangre fue mediante puncion de la vena cefalica. Se sujeté el
perro adecuadamente y se procedid con la asepsia del area craneal del antebrazo
empleando alcohol etilico de 70°. Luego, se realiz6 hemostasia del miembro

anterior en donde flexiona el codo y usando aguja hipodérmica N° 21G x 1 %",
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con bisel hacia los ojos del clinico en un angulo de 45° se introdujo en direccion
hacia la vena hasta llegar a la misma extrayendo 1 mL de sangre, la cual fue
depositada en un tubo con anticoagulante EDTA y se procedié a homogenizar
lentamente. El diagndstico de la presencia de E. canis fue mediante ensayo
inmunocromatografico, usando el kit diagndstico Anigen Rapid E. canis Ab

siguiendo las instrucciones de fabrica (Apéndice 4) (74).

2.4. Poblacién, muestra y unidad de analisis

Poblacién: Todos los perros atendidos en la Clinica Veterinaria Orejitas Vet de la

ciudad de Chimbote.

Muestra: 100 perros, indistintamente de la raza y sexo.

Unidad de analisis: 1 mL de sangre de cada perro.

2.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion

Los resultados positivos/negativos se registraron en la seccion “DX. FINAL” de la

ficha clinica elaborada por la tesista (Apéndice 3).

La frecuencia de la presencia de Ehrlichia canis se determiné mediante la siguiente

férmula:

] N° total de muestras positivas
Frecuencia = x 100
N° total de muestras evaluadas
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2.6. Tecnicas para el procesamiento y analisis de la informacion

Los resultados se ordenaron en una hoja de Microsoft Excel 2019 (version 17.0)

para su procesado haciendo uso de estadistica descriptiva.
Modelo estadistico: Estadistica descriptiva mediante porcentajes.

2.7. Equipos, materiales e insumos
Equipos: Kit diagnostico Anigen Rapid E. canis Ab

Materiales: Bioldgicos (muestras de sangre de 100 perros, indistintamente de raza
y sexo), de campo (Mandil, ligadura para hemostasia, mascarilla KN 95, guantes
de latex, agujas hipodérmicas N° 21 G x 1 %", jeringas, tubo EDTA y algodon),
desinfectante (Alcohol etilico 70°), de escritorio (Computadora de escritorio, cinta

masking, plumon indeleble, lapiceros, papel bond A-4 e impresora).



CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

La frecuencia hallada de E. canis en perros atendidos en la Clinica Veterinaria Orejitas
Vet, Chimbote — Per(, durante los meses de noviembre 2022 — febrero 2023, se

muestra en las Tablas 1, 2 y 3 y Grafica 1.

Tabla 2.  Frecuencia de E. canis en perros atendidos en la Clinica Veterinaria

Orejitas Vet.

Numero de animales | Positivos | % | Negativos | % I.C.

100 50 50 50 50 9,8

La frecuencia de Ehrlichia canis en el presente estudio es de 50% =+ 9,8 (50/100) en la
ciudad de Chimbote, a lo estudiado por Jara (28) hace ocho afios, es mayor la hipétesis
planteada quien determin6 23,3 % en 30 canes de la misma ciudad. En Huénuco, la
frecuencia fue de 51,3%, en el norte de Lima Metropolitana la seroprevalencia de

Ehrlichiosis Canina fue de 59,4%, mas alta en comparacién con la actual investigacion.

Por otro lado, en Venezuela, se confirma una seropositividad del 69% en canes
domésticos y llega al 80% en los que estrictamente tenian garrapatas (18). Un reporte
completamente distinto en Rio de Janeiro, que, pese a también situarse en el litoral del
Océano Atlantico, la presencia de anticuerpos en 390 canes fue de 24,8%; sin embargo,
es importante el anélisis de los factores de riesgo asociados a la infeccion con E. canis,
ya que mas probabilidad de contraer la enfermedad son los perros con acceso a la calle y

al barrio, infestados de garrapatas y que viven en malas condiciones higiénicas (2).
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Tabla 3. Frecuencia de los casos hallados en perros de 0 a 12 meses de edad.

Grupo A
Edad (meses) N Positivos Frecuencia (%) 1.C.
0-12 50 20 40 13,5
Total 50 20 40 13,5

De 50 animales menores a un afio de edad, se detectaron 20 casos positivos a

E. canis.

Tabla 4. Frecuencia de los casos hallados en perros mayores a 12 meses de edad.

Grupo B
Edad (afios) N Positivos Frecuencia (%) 1.C.
1 amas 50 30 60 13,5
Total 50 30 60 13,5

De la muestra comprendida por 50 animales mayores a un afio de edad, se
detectaron 30 casos positivos a E. canis.
Similar porcentaje de infectados se reporté en Huanuco, donde la frecuencia fue de
51,3% y la presentacion de anticuerpos se correlaciond directamente con la edad de
los perros (adultos principalmente), la infestacién con garrapatas y el estado de salud
del animal al momento de la prueba (14). En el norte de Lima Metropolitana, la
seroprevalencia de Ehrlichiosis Canina fue de 59,4%, y se comprob6 una asociacion

estrecha en caninos mestizos y mayores a los 2 afios de edad (15).

En Paraguay, los grupos etarios superiores a dos afios, sumado a la baja recurrencia al
servicio veterinario y la ausencia de garrapaticidas de los mismos perros, los volvia
mas propensos de infectarse por E. canis y propagar la bacteria con los demas canes

del mismo hogar (22). Fendmeno distinto a lo acontecido en Chimbote, donde los
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animales de 1 a 2 afios de edad resultaron con mayor cantidad de individuos
seropositivos. A pesar de lo presentado, es importante realizar mayores estudios a nivel
de todo Perq, correlacionando factores ambientales y geograficos con la presentacion
del vector de E. canis y también algunas condiciones adicionales que promueven el

riesgo de infeccidn en las poblaciones caninas.

Frecuencia de E. canis (%)

40%

Grupo A (meses) ® Grupo B (afios)

Grafica 1. Frecuencia total combinada de ambos grupos, Ay B.



CAPITULO IV
CONCLUSIONES

4.1. Lafrecuenciade Ehrlichia canis fue 50 % + 9,8 en perros atendidos en la Clinica

Veterinaria Orejitas Vet, Chimbote — Peru.

4.2. Lafrecuenciade Ehrlichia canis es mayor en perros mayores a 12 meses de edad
(60% + 13,5), en comparacion a perros menores a 12 meses de edad (40% =+

13,5).



5.1

5.2.

CAPITULO V
SUGERENCIAS

Se recomienda a las instituciones, propietarios de perros y profesionales
interesados a realizar estudios combinados entre inmunocromatografia y la
deteccion directa de Ehrlichia canis, mediante PCR, de esta manera se podra
detectar si el paciente esta infectado activamente o se encuentra en estado
subclinico, permitiendo obtener un panorama mas amplio y claro de la

problematica.

Se recomienda vigilancia y control del vector Rhipicephalus sanguineus, con

fines de evitar zoonosis masiva.
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ANEXOS

1. Protocolo de bioseguridad en el desarrollo de la investigacion.

PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD EN PREVENCION DEL COVID-19

INTRODUCCION

El Director General de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el doctor Tedros
Adhanom Ghebreyesus, anuncio el 11 de marzo de 2020 que la nueva enfermedad por

el coronavirus 2019 (COVID-19) puede caracterizarse como una pandemia.

El nuevo coronavirus (COVID-19), causado por el SARS-CoV-2, es una cepa no
identificada previamente en humanos, que se propaga de persona a persona, a través
de gotitas o particulas acuosas que se quedan en el ambiente al toser o estornudar, o al

tener contacto con personas contagiadas.

En los casos confirmados con el COVID-19, el 80% de los infectados se recupera sin
acceder a ningun tratamiento especial. Sin embargo, 1 de cada 6 personas lo desarrollan

en nivel grave con dificultades al respirar y al 2% les causé lamuerte.

En tal sentido, nuestro pais siendo uno de los mas afectados por esta pandemia, atraviesa
uno de los momentos mas duros en su historia, donde conservar la salud y la economia

son objetivos primordiales de todas las familias.

Los distintos paises en el mundo, afectados por esta pandemia, han establecido medidas
para reducir al minimo el contacto social (restricciones laborales, aislamiento social,

etc.) con la finalidad de reducir el riesgo de contagio de COVID19 en su poblacion.
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Objetivo

Establecer las medidas preventivas sanitarias que se deben cumplir para evitar la
propagacion de la enfermedad en las personas involucradas en el presente estudio

mitigando los factores de riesgo para garantizar el correcto desarrollo de la misma.

Riesgo

Por la naturaleza de la misma, la investigacion tiene un riesgo medio. En
consecuencia, para la ejecucion de la presente, el protocolo de bioseguridad para los
propietarios que llevan los canes a la veterinaria y el personal que labora en la

veterinaria y laboratorio, segun sea el caso, seré el siguiente:

1. Visitas a la veterinaria

Por parte del personal de la veterinaria y laboratorio.

a. Usar en todo momento y correctamente el uniforme en la veterinaria y
laboratorio.

b. Usar en todo momento doble mascarilla, asegurandose de cubrir nariz y
boca.

c. Uso de protector facial durante la toma de muestra.

d. Uso de guantes de latex para la toma de muestra.

e. Uso de alcohol al 70 % para la desinfeccién de manos.

f.  Elinvestigador debera desinfectar el area donde se hara la toma de muestra.

g. Mantener como minimo una distancia de dos metros (02 metros) entre el

investigador y propietario.
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Por parte del propietario

Uso de doble mascarilla al ingresar a la veterinaria.
Uso de protector facial durante y al finalizar la labor del investigador.

c. Mantener una distancia como minimo de dos metros (02 metros) entre el
investigador y propietario en todo momento.

d. Evitar la presencia innecesaria de familiares en la zona de trabajo del

investigador.

Por parte del jurado evaluador

Se aplicaran las mismas medidas que el investigador del trabajo cuando se

realicen visitas de supervision.
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2. FICHA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y 0, identificado con DNI
NOwiiiiiceea, , con domicilio legal en
............................................... , con N° de celular ...................... y en
calidad de propietario responsable del canino de nombre...................... ,
edad ..............

DECLARO QUE:

He sido invitado para que mi perro participe en la presente investigacion, habiendo
sido informado en forma detallada el procedimiento a realizar durante la toma de
muestra para el uso del Kit de prueba Anigen Rapid E. canis Ab para el diagndstico
de Ehrlichia canis, y estando conforme AUTORIZO voluntariamente, a que mi

mascota participe en la misma.

Firmo la presente en constancia a lo mencionado lineas arriba.

Propietario

DNI N°

Ciudad de Chimbote, ................. de..... del 202....
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DATOS DEL PACIENTE

NOMBRE: SEXO: COLOR:
ESPECIE: EDAD:
RAZA: PESO:

DATOS DEL PROPIETARIO

NOMBRE: TELEFONO: DIRECCION:

CONSTANTES FISIOLOGICAS

T°: FR: TLLC:
FC: PULSO:
ANAMNESIS

DX. PRESUNTIVO:

PRUEBAS DE LABORATORIO:

DX. FINAL:
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4. Anigen Rapid E. canis Ab Test Kit

Informacion general

Objetivo: Deteccion del anticuerpo de Ehrlichia Canis.
Principio: Ensayo de inmunocromatografia.

Muestra: Sangre entera, plasma y suero.

Materiales:

- Dispositivos para prueba rapida Anigen E.canis Ab.
- Tubos con anticoagulante.

- Tubos de ensayo con diluente.

- Tubos capilares desechables.

Caracteristicas especiales:

- Procedimiento de un solo paso: Rapido y preciso.

Alta sensibilidad y especificidad
- Sensibilidad: 97,6 % vs. IFA.
- Especificidad: 99,0 % vs. IFA.

Procedimiento:
@

( 0

1 Ponga la muestra de sangre en el tubo EDTA 2 Tape el tubo EDTA e inviértalo 5 veces
para mezclar la sangre y con el EDTA

Interpretacion
Lo |
Sangre entera + EDTA 20 min. E
-> (10 o : <Zgotas ——) T

6 R
‘ CiF
ID
)
Invalido
LA

J 3 Agregue 10.! de suero, plasma o 4 Agregue 2 gotas de diluente ]:l]
~ sangre entera en el la ventana en la ventana del dispositivo

Plasma o Suero del dispositivo con el gotero



