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RESUMEN

El agente causal etiolégico de la Ehrlichiosis canina es una bacteria
gram negativa perteneciente a la familia Rickettsiaceae y al género
Ehrlichia. (Mutz. 2010). EI microorganismo es inoculado al huésped
final por la picadura de la garrapata Rhipicephalus sanguineus.
Durante su ciclo bioldgico la Ehrlichia spp. se introduce en el animal
hospedador como cuerpos elementales y una vez en el torrente
sanguineo, buscan las células mononucleares circulantes y los

fagocitos mononucleares.

A través de encuestas realizadas por el autor previo a la eleccion
del tema, se comprobd la presencia del ectoparasito garrapata

marron, en todas las casas del lugar universo de la tesis.

La investigacion realizada sobre “Determinacion de Erhlichia spp.
mediante el método periférico directo usando tincion de Giemsa en
perros” tuvo como finalidad determinar la presencia de la Rikettsia,
Erhlichia spp., tomando en cuenta la raza, edad y las tres fases de
la infeccion de los canidos de la zona comprendida entre las calles
6 de marzo y Bolivia, parroquia Ximena, de la ciudad de Guayaquil,
utilizando el método de frotis periférico directo de sangre con tincion
Giemsa método que se trata de una coloracion panodptica: que
consiste en una tincién realizada sucesivamente por colorantes

neutros.
Xl



La poblacién total de canidos en el sector objeto de estudio, fue de
500 perros, extrayendo muestras sanguinesas a cada uno de estos,
segun los resultados obtenidos del andlisis de los tratamientos el
11% fueron positivas, el 89 % negativas a Erhlichia spp., el 6%
corresponde fase aguda, 23% fase cronica, 17% fase subclinica. En
lo que respecta a la edad 43.85% representa a los caninos hasta 5
anos, 17.54% a caninos comprendidos entre 6 y 10 afos y 38.59% a
caninos mayores de afios. Los resultados en cuanto la raza fueron
68.42% para caninos de razas puras y 31.57% para caninos

mestizos.
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ABSTRACT

The causal etiological agent of canine ehrlichiosis is a gram-negative
bacterium belonging to the family and gender Rickettsiaceae
Ehrlichia. (Mutz., 2010). The organism is inoculated to final host by
the bite of the tick Rhipicephalus sanguineus. During its life cycle the
Ehrlichia spp. is introduced into the host animal as elementary
bodies and once in the bloodstream, seeking circulating

mononuclear cells and mononuclear phagocytes.

Through surveys conducted by the pre-selection of the theme
author, the presence of the brown tick ectoparasite found in every

home in the universe instead of the thesis.

The research on "Determining Erhlichia spp. by direct peripheral
method using Giemsa stain in dogs "had intended to determine the
presence of Rikettsia, Erhlichia spp., taking into account race, age,
and the three stages of infection of canids in the area between the
streets March 6 and Bolivia, Ximena parish of the city of Guayaquil,
using the method of direct peripheral blood smears with Giemsa
staining method is a panoptic staining, that is a stain on successively

by neutral dyes.
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The total population of dogs in the area under study was 500 dogs,
sanguinesas extracting samples at each of these, according to the
results obtained from the analysis of the treatments were 11%
positive, 89% negative Erhlichia spp. 6% were acute, 23% chronic
phase, 17% subclinical phase. With respect to age representing
43.85% up to 5 years canines, canine 17.54% to between 6 and 10
years and older canines 38.59% years. The results regarding race

were 68.42% for purebred dogs and 31.57% for mestizos canines.
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1. INTRODUCCION

El agente causal (etiolégico) de la Ehrlichiosis canina es una
bacteria gram negativa, de forma de coco o0 cocobacilar
perteneciente a la familia Rickettsiaceae y al género Ehrlichia.
(Mutz. 2010). EI microorganismo es inoculado al huésped final por
la picadura de la garrapata Rhipicephalus sanguineus, misma que
desarrolla su actividad en zonas tropicales (Cordero Del Capalio y
Rojo Vasquez, 2011). Guayaquil al poseer este tipo de clima se
convierte en un habitat propicio para su desarrollo encontrandose
en todos los hogares donde hallemos una mascota de familia de
los canidos. Cabe recalcar que el perro puede sufrir multiples
infecciones de agentes etioldégicos transmitidos por las garrapatas
al mismo tiempo, esto, unido a los elevados costos de examenes
de laboratorio desemboca en una inexistencia de estadisticas

sobre la incidencia de la enfermedad.

Es importante conocer informacién pertinente de la bacteria sus
generalidades, la epidemiologia, la fisiopatologia y los signos
clinicos, esto ademas de, las caracteristicas del método de
diagnostico escogido para llevar a cabo en este trabajo son

descritos en los capitulos subsiguientes.



1.1.- Antecedentes.

La Ehrlichia spp. principal agente causal de la Erhlichiosis, fue la primera del
grupo de las Rickettsiales descrita en perros, descubierta en el afio 1934, en el
Instituto Pasteur de Argelia por Donatien & Lestoquard, ellos luego de observar
que cierta cantidad de perros internos en sus instalaciones e infestados por
garrapatas, desarrollaban un proceso febril agudo que cursaba con anemiga;
percataron que los frotis sanguineos de aquellos canes existian unos pequefos
microorganismos en el interior de los monocitos. Al creer que se trababa de
alguna especie de riketssia se lo nombrd en primera instancia Rickettsia spp.
(Davoust et al, 2013). Ya en el afio de 1945 Moshkovshii sustituyd ese nombre
por el actual Ehrlichia spp., en memoria del reconocido médico aleman Paul
Ehrlich. Estos autores también describen en 1936 E. bovis con la denominacion
Rickettsia bovis.

Existe la hipotesis de que la E. phagocytophila fue descrita por Tyzzer en 1938
como Cytoecetesmicrociti, empero no se registra evidencia fidedigna de este
hecho. En el transcurso del tiempo se han ido describiendo otras especies. Con
posterioridad en el afio de 1957, Phlip reagrupa los géneros de Erhlichia tales
como:

¢ Neorickettsi ahelminthoeca por Philip y colaboradores en 1953.

e E. sennetsu por Misao y Kobayashi en 1955.
.

. equi por Lewis y colaboradoes en 1975.

. platys por French y Harvey en el afio 1983.

E
E
E
e E. risticii por Hollandy colaboradores en 1985.
E. chaffeensis por Anderson y colaboradores en el afio 1991.
E. ewingii por Anderson y colaboradores 1992.
E. muris por Weny colaboradores en 1995.

e Cowdria y Neoricketcia en 2001.



1.2.- Planteamiento del problema.

En Guayaquil los casos de Erhlichia. spp. han sido diagnosticados
netamente a través del método de diagndstico clinico, basados en
el cuadro de signos y sintomas, sin embargo no existen registros
estadisticos en ninguna institucion gubernamental que corrobore lo

mencionado con antelacién.

En paises como Espafia, Chile, Venezuela, se han reportado casos
de Ehrlichiosis monocitica en humanos, obteniendo el titulo de
enfermedad grave, es por ello que se debe tener en cuenta que si
persistiere la problematica en nuestro pais, podria producirse el

salto epidemiolégico de las mascotas a los propietarios.

Este proyecto busca describir la morbilidad canina portadora de la
infeccion mediante el método de FROTIS PERIFERICO DIRECTO
USANDO TINCION DE GIEMSA, que arroje datos estadisticos
fidedignos sobre la problematica, para asi; lograr concienciar a las
autoridades, Instituciones, respectivos ministerios y duefios de
mascotas al desarrollo de estrategias destinadas a disminuir la
poblacién del agente vector terminando con el ciclo biolégico del

microorganismo.
Esto motivé a formularse el siguiente problema:

¢, Cual es el indice de pacientes con Ehrlichia spp. confirmada, en
20 cuadras a la redonda de la zona correspondiente a las calles
Seis de Marzo entre Bolivia y Garcia Goyena, Sur de la ciudad ,
Guayaquil, 20147



1.3.- Justificacion.

Debido a que la Erhlichia spp. es una enfermedad emergente en

paises con climas templados y tropicales y ante la falta de estudios

estadisticos y de campo existentes en Guayaquil en la poblacion

establecida para la presente investigacion que aporta informacion

que permite conocer su frecuencia en esta localidad en animales

con el cuadro clinico correspondiente o diagndstico presuntivo,

ademas de ampliar conocimientos en las areas mencionadas a

continuacion:

Justificacién social: Garantizar la salud y calidad de vida a
los animales, mediante el control y prevencion de los

vectores.

Justificacién contemporanea: Conocer la situacién actual
de los animales domésticos, para poder adecuarlo a la
realidad de nuestra region, proporcionando informacion y
herramientas técnicas, para el desarrollo y progreso de la

medicina veterinaria.

Justificacién cientifica: Promover la investigacion vy
actualizacion en el area de la medicina veterinaria, para
ofrecer soluciones a los problemas que se presentan a diario

en la salud animal y la salud publica veterinaria.

Justificacion personal: Aplicar los conocimientos teodricos-
practicos adquiridos en los afios de estudio universitario,
para profundizar los conocimientos y destrezas en el area de
clinica que nos permitirA obtener el titulo académico vy

realizar el ejercicio de la profesién.



1.4.- Objetivos.

1.4.1.-Objetivo general.

Determinar la presencia de inclusiones citoplasmaticas de
Erhlichia. spp. en frotis sanguineo directo periférico, empleando
tincion de GIEMSA.

1.4.2.- Objetivos Especificos.

e Evaluar la presencia de sintomatologia compatible a Erhlichia

sSpp. en perros participantes del proyecto.

e Determinar si la sintomatologia en los perros es suficiente

para sospechar de la enfermedad.

e Describir los factores predisponentes para el desarrollo de la

enfermedad, en el sector universo de estudio.

1.5.- Preguntas de Investigacion.

1. ¢Los perros del sector escogido como universo presentan
sintomatologia compatible a Erhlichia spp.?

2. ¢La sintomatologia en los perros es suficiente para sospechar
de la enfermedad?

3. ¢ El sector universo de estudio presenta factores predisponentes

para el desarrollo de la enfermedad?



2. MARCO TEORICO

Las ehrlichias spp. son bacterias intracelulares Gram-negativas que se han
reclasificado recientemente en base a estudios moleculares (Villiers vy
Blcakwood, 2012). Sin embargo es preciso tener encuentra la evolucion de su

nomenclatura taxonomica a traves de la historia.
2.1.- Erhlichia spp.: Taxonomiay Nomenclatura.
Especie y tipo: Ehrilichia spp..

Tribu: Ehrlichieae.

Familia: Rickettsiceae

Orden: Richettsiales.

En 1980, la nomenclatura de la familia Ehrlichsiceae, es incorporada a la lista
aprobada de nombres bacterianos, lo que les confiere el estatus de

nomenclaturas publicamente validas.

Los esquemas tradicionales de identificacién fenotipica bacteriana se basan en
las caracteristicas observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo,
y propiedades bioquimicas y metabdlicas. (Coll, et al 2010), en la actualidad por
el contrario, los sistemas de tipificacion molecular constituyen una de las
aportaciones microbiologicas que mas difusiéon han tenido en los Ultimos afios.
La ciencia ha desarrollado nuevas técnicas de clasificacion genética, duefias de
una mayor precision y objetividad asi tenemos entre otras el analisis de
secuencias de nucleétidos de genes o de aminoacidos de proteinas de
membrana externa y los analisis antigénicos, conduciendo a la microbiologia a
la reorganizacion taxonOmica de muchos agentes y han demostrado la

imperfeccion de la anterior clasificacion taxonomica.

Basandose en la secuencia del gen 16S rRNA, las especies anteriormente
incluidas en los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria y Neorickettsia se

reorganizarian en cuatro grupos genéticos (Dumler et al, 2001).



e Grupo 1: Amplia el género Anaplasma, incluyendo en él: ademés de las
especies hasta entonces incluidas Anaplasma marginale, Anaplasma
centrale y Anaplasma caudatum; las siguientes especies Ebhrlichia
phagocytophilahoy llamada Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia bovis
actualmente Anaplasma bovis y Ehrlichia platys hoy Anaplasma platys.
La especie tipo es A. Marginale.

e Grupo 2: El género Ehrlichia se amplia con la inclusién de Cowdria
ruminantium ahora Ehrlichia ruminantium. La especie tipo es E. spp.;

otras especies de este género son E. chaffeensis, E. Ewingii y E. Muris.

e Grupo 3: El género Neorickettsia, cuya especie tipo es N. helminthoeca,
quedaria ampliado al incluirse en el mismo las especies Ehrlichia risticii
y Ehrlichia sennetsu que pasan a denominarse N. risticii y N. sennetsu

respectivamente.

2.2.- Distribucion historica y geografica en América.

La primera identificacion de E. spp. se realizé en Argelia como ya hemos
mencionado, en América se reportaron casos en el afio 1957, cuando los
investigadores Bool y Sutmodller la detectaron en perros de la isla de Aruba y en
1962 aparece la primera descripcion de E. spp. en Estado Unidos en el estado
de Oklahoma (Paulino Ruiz, 2011).

Ewing y colaboradores (1971) hallan otro tipo de Ehrlichia en perros, esta
parasitaba principalmente los granulocitos, muy parecida a la E. equi que
afectaba a los caballos, pero recién en el afio de 1992 fue reconocida como
especia nueva y se la denomind Ehrlichia ewingii. En 1978 se identific6 por
primera vez en canes de Estados Unidos la Ehrlichia Platys, actualmente
conocida como Anaplasma Platys (Barrios, 2012) esta parasitaba las plaguetas

de los perros, y que producia en ellos trombocitopenia ciclica infecciosa.



2.2.1.- Ehrlichiosis en América Latina.
2.2.1.1.- Republica Bolivariana de Venezuela.

Los primeros casos reportados en La Republica Bolivariana de Venezuela,
datan de 1982, estos fueron observados en frotis sanguineos coloreados
encontrandose tres especies: E. spp. (83.6%), A. platys (19.6%) y E. equi
(1.8%) (Arraga, 1992 citado de Barrios, 2010).

2.2.1.2.- Chile

Transcurria el mes de octubre de 1998 y en Chile se descubre el primer can
infectado con E. spp. transmitida por el vector Rhipicephalus sanguineus en un
canino que presentaba sintomas pertenecientes al cuadro caracteristico de la
Erhlichiosis y antecedentes de infestacidbn con garrapatas. El diagnostico

clinico fue confirmado en Alemania por inmunofluorescencia indirecta.

2.2.1.3.- Peru

En este pais se han realizado innumerables estudios, llegandose a descubrir
incluso una nueva sepa de E. spp. en perros peruanos diagnosticada usando
técnicas de PCR, remarcando asi la importancia de la ehrlichiosis como una
infeccion emergente en el Pert (Moro et al., 2009).

2.2.1.4.- Brasil

Estudios epidemiologicos han puesto de manifiesto la prevalencia de
rickettsiosis de 4.8% - 65% en perros de las zonas urbanas o rural,
encontrandose que el 4.8% corresponde a E. spp. (Saito et al., 2008) y en un
estudio en el 2009 se encontré un 40% (28/70) de los perros con sintomatologia
de ehrlichiosis contenian ADN de E. spp. en su sangre (Ueno et al., 2009)



2.2.1.5.- Ecuador

En nuestro pais no existen datos estadisticos reportados sobre primeros casos
encontrados, ni cantidad de casos estudiados. Salvo un estudio sobre

prevalencia realizado en la Universidad de cuenca.

2.3.- Especies de Ehrlichia que infectan canes.

Se conocen 2 especies de la bacteria estudia que infectan al can, estas son:
e Ehrlichia spp.

e Ebhrlichia ewingii

Aunque si bien es cierto para propositos de esta investigacion nos centraremos
en la E. spp. como objeto de estudio, es importante describir las otras sub
especies del genero Ehrlichia.

2.3.1.- Ehrlichia ewingii

Esta cepa de Ehrlichia se caracteriza por infectar a los granulocitos: neutréfilos
y eosindfilos canes. La garrapata Amblyomma americanum sirve como su
vector bioldgico, sin embargo esta tiene un distribucién geografia exclusiva en
la Estados Unidos de Norteamérica por lo que esta forma de la enfermedad la
encontramos solo en esta area. No obstante, recientemente se ha observado la
infeccion natural de este agente en otras especies de garrapatas como,
Rihipicephalus sanguineus y Dermacentor variabilis en Oklahoma (Murphy et
al., 1998 citado de Paulino 2011).



2.3.2.- Ehrlichia spp.

La Erhlichia spp. es una de las bacterias mas comunes trasmitidas por
garrapatas a nuestras mascotas. En la actualidad presenta una distribucion
mundial, lo cual se atribuye a que el vector Rhipicephalus sanguineus, es la
especie del ectoparasito mas ampliamente distribuida en el mundo, con

excepcion de la Antartica (Weinborn et, al 2012).

2.4.- Descripcion de la Ehrlichia cannis — Ehrlichiosis monocitica Canina.

Como se ha visto y teniendo en cuenta la explicacion de Villiers y Blacwood
(2012), los Organismos Ehrlichia presentan tropismo por diferentes células. Es
este apartado pretendemos brindar informacion sobre la etiologia de
Ehrlichiosis monocitica canina, fisiopatologia, distribucién del agente causal y

las caracteristicas del vector que la propaga.

2.4.1.- Fisiopatologia
2.4.1.1- Patogénesis

Tratdndose de un microorganismo parasito intracelular obligado la E. spp.
requiere de un vector para poder pasar de un hospedador a otro, sin la
intermediacién de alguno de estos requisitos la rikettsia no podria subsistir. Su
transmision ocurre de forma transestadial, esto es segun Robit y colaboradores
(2010) cuando un agente patdégeno se mantiene en el vector mientras se

desarrolla durante sus distintos estadios de vida.

Al alimentarse de animales que pasan por la fase aguda de la enfermedad
(aunque existen casos reportados en la fase sub-clinica), la garrapata adquiere
el agente. Ya en el vector, la bacteria pasa del intestino, a las glandulas
salivales para asi poder ser transmitido a un nuevo hospedador, el artropodo

tiene la capacidad de transmitir la infeccion de acuerdo a datos obtenidos de



Dolz y colaboradores (2013) hasta 155 dias después de haber recibido el

microorganismo.

Durante su ciclo biolégico la Ehrlichia spp. se introduce en el animal
hospedador como cuerpos elementales y una vez en el torrente sanguineo,
buscan las células mononucleares circulantes y los fagocitos mononucleares,
se introducen en ella por endocitosis mediada por un receptor o por fagocitosis,
se multiplican pasando a cuerpos iniciales y posteriormente a mérulas, estas
se disgregan en cuerpos elementales una vez que la célula infectada se rompe

invadiendo otras nuevas hasta instaurar la parasitemia.

Una gran variedad de factores como el tamafio de inoculo, cepa de Ehrlichia,
inmunidad del paciente, enfermedades concomitantes producidas por otros
parasitos transmitidos por garrapatas, pueden influir en el curso y el resultado
de la infeccién. No hay predileccion de edad y sexo en esta enfermedad, sin

embargo parece que los Pastores Alemanes son mas susceptibles.

2.4.1.2.- Desde la inoculacion hasta la fase aguda

EL periodo de incubacion de la enfermedad es de 8 a 20 dias luego de esto se
inicia la fase aguda, esta dura entre dos o cuatro semanas, en este periodo, el
pardsito ingresa al torrente sanguineo y linfatico y se localiza en los macréfagos
del sistema reticulo endotelial del bazo, higado y ganglios linfaticos, donde se
replica por fisiébn binaria en estos 6rganos causa una hiperplasia de células
plasmaticas que en la clinica se suele traducir en un aumento en el tamafio en
ellos. Desde alli, las células mononucleares infectadas, diseminan a las
ricketsias hacia otros érganos del cuerpo como pulmones, rilones y meninges
pudiendo provocar lesiones inflamatorias y vasculitis generalmente en perros
inmunodeprimidos En algunos casos, el cuadro puede desencadenar una
coagulacion intravascular diseminada que puede acabar con la vida del animal
(Sainz et al., 2000. Citado de Paulino, 2011).



Aproximadamente a los 10 a 14 dias post infeccion todos los perros infectados
pueden presentar fiebre presumiblemente por la produccion incrementada de
interleucina-1 (IL-1), por células presentadoras de antigeno y células B o

productos pirdgenos exodgenos del parasito.

Alrededor de los 15 a 20 dias post infeccién sucede una lisis y consumo de
plaguetas dando como resultado la trombocitopenia inducida por la presencia
de la producciébn de anticuerpos antiplaquetarios, La induccion para la
produccion de estos anticuerpos es ejercida por los antigenos ehrlichiales, que
aparentemente son antigénicamente similares a las moléculas plaquetarias,
esto explicaria porque el sistema inmune esta involucrado en la destruccién

celular.

La fase aguda puede durar entre 2 y 4 semanas. Los perros mal tratados o no
tratados pueden desarrollar posteriormente una fase sub-clinica que aunque sin
signos clinicos de la enfermedad mantiene recuentos bajos de plaquetas
(Rome-Blancas, 2010)

2.4.1.3.- Fase sub-clinica

La fase sub-clinica de la enfermedad aparece a las 6 o 9 semanas, aunque su
duracion es indefinida se estima que podria mantenerse entre 1 mes a 5 afios
aproximadamente (Martinez, 2014). Aqui el animal recupera el peso perdido y
resuelve la hipertermia llegando a tener temperatura corporal normal. Si el

sistema inmunoldgico del animal es competente la bacteria suele ser eliminada.

Al ser esta fase asintomatica el cuadro clinico del perro parece normal, el
cuadro de eritrocitos se regula, no obstante en ocasiones las alteraciones
hematolégicas contindan sobre todo en lo concerniente a déficit plaquetario por
la trombocitopenia, a nivel de bioquimica sanguina se evidencian

hiperglobulinemia (hipergammaglobulinemia) e hipoalbuminemia.



Cabe recalcar que es importante detectar la fase sub-clinica de la enfermedad

para evitar que logre desarrollarse la fase crénica.

2.4.1.4.- Fase crénica

La capacidad ineficiente de la respuesta inmunoldgica del paciente, el estrés,
las coinfecciones, los malos tratamientos o la ausencia de ellos conduce a la

génesis de la fase cronica.

Podemos diferenciar dos niveles de esta fase estas son (Noriega, 2012):

e Fase crbnica leve.- Se manifiesta por pérdida de peso con alteraciones
hematoldgicas

e Fase crdnica grave.- Ocurren los siguientes sintomas:

o Trombocitopenia, que den sintomas tales como palidez de mucosas,
petequias, equimosis en mucosas, y/o hemorragias importantes
(epistaxis).

o Nefropatia perdedora de proteinas, como una glomerulonefritis que se
origina por depdsito de inmunocomplejos sobre los capilares del
glomérulo. Esto da lugar a proteinuria que en algunos casos puede
llevar a hipoalbuminemia lo que explicaria otro sintoma que se puede
observar en Ebhrlichiosis edemas en la parte ventral del cuerpo
(extremidades, escroto).

o Disnea o tos por el edema intersticial a nivel del pulmon.

o Hepatomegalia, esplenomegalia o linfoadenopatia.

o Signos oculares, como otra consecuencia de la glomerulonefritis, ya
gue son animales que tienden a hipertension sistémica (como cambio
de color en los ojos, ceguera y con bastante frecuencia uveitis,

hipema, retinitinis, desprendimiento de retina).



o Alteraciones neuromusculares principalmente causadas por
meningitis inflamatoria o hemorragica (hiperestesia, estados de
estupor, o convulsivos).

o Cojeras, rigidez en la marcha por depdésitos de inmunocomplejos en
las articulaciones.

o Glomerulopatia y la vasculitis desarrollando hipergammaglobulinemia
y la hipoalbuminemia.

o Destruccidon continla de eritrocitos produciendo anemia no
regenerativa y también por depresion de la médula ésea.

o Pérdida cronica de sangre y la existencia de hipoplasia o aplasia
medular.

o Aparicion de proteinuria y hematuria, con o sin uremia, esta
relacionada con la existencia de lesiones glomerulares

inmunomediadas.

2.5.- Ehrlichia spp. versus Respuesta Inmune.

Los signos y sintomas que se generan en el desarrollo de la infeccién son
proporcionales a la respuesta inmunolégica del paciente, por esta razén en la
fase aguda los perros tienen pronostico bueno, empero se vuelve reservado en
la fase cronica. Segun Reardon y Pierce, 1981; Harrus et al., 1999 (citado por
Paulino, 2011). La excesiva produccion de anticuerpos en presencia de una
respuesta celular disminuida tiene un papel fundamental en la patogenia de la

enfermedad.

Resulta trascendental entonces conocer sobre todos los mecanismos del
sistema inmune de los canes y su impacto en la resistencia ante la Erhlichia
sSpp, pues, esto nos servira para comprender mejor la inmunopatologia de la

enfermedad.



2.5.1.- Respuesta inmune no especifica: Inmunidad adquirida.

Las barreras fisicas suelen bloquear la invacion de agentes bacterianos, en el
caso de la E. spp. la piel es vulnerada por la introduccion del agente patdégeno
directamente al torrente sanguineo por la picadura de la garrapata, es aqui
donde actua el sistema de respuesta inmune innata. La inmunidad innata se
basa en el hecho de que los microorganismos invasores son quimicamene
distintos de los componentes normales del organismo (Tizard, 2009). Las
paredes celulares de las bacterias pueden ser destruidas por enzimas o existen
células que pueden reconocer las moléculas asociadas a microorganismos

invasores; estos mespp.mos defensivos se denominan:

e Fagocitosis.- Unidn del agente particulado a la superficie de una célula
fagocitica, emision de pseuddpodos y englobamiento:
o Macréfagos
o PMN Neutrdéfilos

Para activarse el mespp.mo de la fagocitosis, es necesario que el patdogeno
entre en contacto con la célula y se adhiera a su superficie. Para ello existen
proteinas de superficie que actian como receptores celulares para los ligandos
bacterianos de Ehrlichia spp.. (Messick y Rikihisa, 1993, citado de Paulino,
2011).

La E. cannis pierde su capacidad infecciosa a las pocas horas de estar en un
medio extracelular; al ser esta intracelular obligado ha desarrollado enzimas en

su parénquima que le permite multiplicarse en celitoplasma de los fagocitos.

e Sistema de complemento.- Conjunto de proteinas del plasma que
interactian entre si y con otros elementos de los sistemas inmunitarios

innato y adquirido.



e Las células Natural Killer.- Poblacion de linfocitos encargados de atacar a la

células infectadas.

e Citoquinas .- Las citoquinas: Conciste en una cantidad considerable de
moléculas diferentes, que tiene como objetivo principal transmitir sefiales
entre células (linfocitos, fagocitos y otras células) en el curso de una
respuesta inmunitaria. Son proteinas producidas por células implicadas en
el proceso infeccioso que regulan todos los procesos biolégicos importantes
como: el crecimiento celular, la activacion celular, la inflamacion y la
inmunidad; ademas de compartir la habilidad de activar y dirigir la migracion
de los diferentes tipos de leucocitos.

2.5.2.- Respuesta inmune especifica: Inmunidad innata

Como se menciona en el curso de Inmunologia de la Universidad Complutense
de Madrid (2009) la respuesta inmune especifica sélo se desarrolla tras el
reconocimiento especifico del agente extrafio (antigeno) durante un
determinado periodo de tiempo. Esta memoria especifica propulsa magnitud y
la rapidez de las respuestas en otros posibles contactos con el mismo

antigeno.

Todo este sofisticado sistema es guiado por compontes especificos en el caso
de la inmunidad celular son los linfocitos T y B; en tanto en la inmunidad

humoral intervienen anticuerpos, complementos y citoquina.

2.5.3.-Inmunidad Celular

Conducida por los linfocitos T citotoxicos dirigidos contra las células infectas
(Lépez, 2011). Se ha observado que los linfocitos producidos en perros
infectados por E. spp. eran citotoxicos para los monocitos autélogos; el o los

antigenos involucrados en este fendmeno no han sido definidos. La presencia



de una inmunidad mediada por células se confirma por la induccién de una
blastogénesis marcada en los esplenocitos obtenidos de canes infectados
reexpuestos a antigenos Ehrlichia. No obstante, es preciso determinar con
precision la naturaleza de la accion de los linfocitos T en la ehrlichiosis para

facilitar la identificacion de los antigenos protectores.

2.5.4.- Inmunidad Humoral

Con respecto a la naturaleza de cémo reacciona el sistema inmunolégico ante
la E. spp. existe muy poca informacion. Actualmente se ha establecido que hay
induccion de anticuerpos neutralizantes de tipo 1gG. y que esos anticuerpos
actian por conducto de una citotoxicidad dependiente de anticuerpos dirigida

contra los macréfagos infectados.

Al tiempo que los agentes patdgenos se eliminan aparecen los anticuerpos
neutralizantes, lo que da caracter de muy importante a los mespp.mos
humorales desde la mirada de la proteccién inmunitario, estos no intervienen en
la absorcion del agente patégeno sino que interfieren con la supervivencia de a

riketsia en el macréfago.

2.6.- Agente vector: Garrapata marrén del perro, Rhipicephalus

sanguineus

Los parasitos externos, o ectoparasitos, que afectan animales domésticos y
silvestres y al hombre, son en su mayoria artrépodos, organismos de
exoesqueleto quitinoso y patas articuladas, que poseen reproduccion sexual y
sufren de ecdisis durante su periodo de crecimiento (Benavides, 2011) . De
estos exceptuando los mosquitos, las garrapatas son los agentes vectores que
mayor cantidad de organismos infecciosos transmiten ya sean protozoos, virus,

bacterias y hongos.



Existen mas de 800 especies de garrapatas a nivel mundial (ESCCAP, 2012).
Este apartado lo destinaremos a la descripcién de la garrapata marron del
perro, Rhipicephalus sanguineus, agente vector de la E. spp..

2.6.1.- Taxonomia: Clase Arachnida — Sub-clase acari

Entre los aracnidos, la subclase Acarise agrupa a los organismos comunmente
conocidos como acaros y garrapatas (Becerril Flores, 2009), aqui se engloban

las ordenes Acariformes y Parasitiformes.

Las garrapatas forman parte del sub-orden Ixodida del orden Parasitiformes,

pueden pertenecer a una de estas tres familias:

e Familia Ixodidae o garrapatas duras.
e Familia. Argasidae o garrapatas blandas.

e Nuttalliellidae

La familia Ixodidae se subdivide en Proscrita representada por un solo género
Ixodes, y por la Metastriata donde se incluye el género Rhipicephalus, a la que

pertenece la garrapata estudiada.

2.6.2.- Género Rhipicephalus: Caracteristicas Morfofisiolégicas

Reciben el nombre de garrapatas duras pues su cuticula es lisa y endurecida,
de ahi su nombre, aunque pueden presentar festones en su borde terminal;
exhiben un cuerpo dividido en dos regiones: gnatosoma e idiosoma. La region
anterior o gnatosoma también se denomina capitulo mismo que en la garrapata
marron del perro se muestra de forma hexagonal cuando es visto dorsalmente.
Esta seccion presenta las piezas bucales representadas por queliceros y una

estructura especializada para la fijacion denominada hipostoma. Ademas se



encuentran los pedipalpos. El idiosoma es la region posterior y en él se ubican
las patas. Las aberturas espiraculares o estigmas se localizan por detras del

cuarto par de patas.

Las hembras son mucho mas grandes que los machos y presentan un escudo

dorsal de tamafio proporcional menor que el de los machos (Rovid, 2012)

2.6.3.- Distribucién de la enfermedad

La garrapata marrén del perro es la especie de mayor distribucién en canidos
domésticos. La prevalencia de las infecciones por Ehrlichia spp. (Rhipicephalus
sanguineus), Anaplasmapha gocytophilum (Ixodes ricinus) y A. platys (R.
sanguineus) se corresponden a la distribucion de sus vectores respectivos
(ARGOS, 2014), esto quiere decir que en cualquier parte del mundo que
ofrezca las caracteristicas necesarias para la proliferacién del vector se podra
hallar la presencia de E. spp., reconocemos entonces que la bacteria tienen
distribucién mundial, exceptuando la Antartida.

2.6.4.- Ciclo de vida: Rhipicephalus sanguineus

El ciclo de vida de las garrapatas duras se completa en menos de 2 meses

tiene los siguientes estados: huevo, larva, ninfa y adulto (macho y hembra).

Las hembras ponen en promedio 200 a 3 mil huevos diarios después de
haberse alimentado de sangre, los ocultan en el suelo, el piso, las paredes de
los hogares con mascotas y en los lugares donde los perros duermen o

descansan (Martinez Labat, 2014).

La larva al salir del huevo tiene seis patas. Desarrollara sus ocho patas al igual
gue los adultos luego de mudar su exoesqueleto, las larvas pueden estar sin
ingesta de sangre hasta 8 dias, al conseguir hospedero se alimentan de este

por tres dias aproximadamente luego de ello abandonan al can para en mas o



menos siete dias convertirse en un siguiente estado denominado ninfa, ambas
son de color marrén rojizo uniforme, tienen un cuerpo achatado y con un

diametro de 1.8 milimetros.

Hasta encontrar otro hospedero las ninfas pueden sobrevivir seis dias sin
alimento, al conseguir uno nuevo, se nutren de su sangre por cerca de 2 a 3

dias, dejando después de este periodo para evolucionar a la etapa adulta.

2.7.- Diagnadstico

Se hace necesario realizar un buen diagnéstico clinico, tomar en cuenta el
antecedente de infestacion por garrapatas, sumado a una prueba seroldgica
gue permita detectar el contacto del animal con el agente infeccioso (Weinborn,
2012).

Con este objetivo describiremos las formas de diagndstico:

2.7.1.- Diagnostico Clinico

La Ehrlichiosis canina es una enfermedad multisistémica (Rojas Trivifio, et. al,
2013); aunque para su confirmacion es importante el examen de laboratorio, es
importante tener en cuenta los signos clinicos que se han descrito desde el

descubrimiento de la bacteria.

2.7.2.- Signos multisistémicos

Los signos mas frecuentes son: depresion, letargia, pérdida de peso leve y
anorexia, con o sin tendencias hemorragicas. La hemorragia suele presentarse
por petequias dérmicas 0 equimosis y en ocasiones ambas. A pesar de que
pueden ocurrir hemorragias de cualquier superficie mucosa, la epistaxis es mas

frecuente. ElI examen fisico puede revelar también linfadenomegalia y



esplenomegalia en un 20 y 25 % de los pacientes, respectivamente. (Rojo
Blancas, 2011).

Es preciso tener en cuenta que la Erhlichiasis canina, al ser trasmitida por
garrapatas, vector de multiples agentes patdgenos, puede presentarse una

coinfeccion.

2.7.3.-Signos Oculares

Existe la posibilidad de que los canes presenten cambios en la coloracion o la
apariencia de los ojos o desarrollen ceguera, no obstante con mayor frecuencia
se puede encontrar: uveitis anterior y enfermedad retinal, como corioretinitis,
papiledema, hemorragia retinal, infiltrados perivasculares retinales vy
desprendimiento de retina bulloso, y pueden dar como resultado ceguera aguda
(Waner, et al, 2013).

2.7.4.-Signos neuromusculares

Resultado de meningitis por inflamacion o hemorragias, se pueden desarrollar
signos neuroldgicos, como disfuncién neurolégica con dafio al tejido nervioso

tanto periférico como central.

2.7.5.-Infecciones secundarias concurrentes

Las garrapatas pueden alojar organismos patogénicos multiples que dan como
resultado coinfecciones en el perro infectado. Deben interpretarse con cuidado
los resultados positivos de métodos de deteccion de acido nucléico o
reactividad de anticuerpos con respecto a Ehrlichia, ya que son la Unica causa
de enfermedad clinica, a menos que se haya evaluado una gran variedad de

patogenos potenciales. Ademas, los perros con ehrlichiosis pueden identificarse



en forma secundaria con enfermedades oportunistas por protozoos, hongos o
bacterias (Dubey, et al. 2009). Las pruebas de ehrlichia deben considerarse
como una evaluacion de inmunocompetencia de huésped en perros con

diagnéstico de infecciones oportunistas.

Para poder realizar un diagndéstico especifico un tanto mas claro, previo al
andlisis de laboratorio es preciso verificar los signos especificos de la Especie
Ehrlichia:

e Las infecciones por E.spp. pueden ser agudas o cronicas.

e El perro actia como huésped reservorio de esta infeccion.

e Las infecciones persistentes cronicas pueden dar como resultado

pancitopenia o hiperglobulinemia.
e Hiperglobulinemia es policlonal.
e Gammapatia monoclonal.

¢ Ginfocitosis granular.

2.7.6.- Diagndstico de Laboratorio

El laboratorio clinico, es una de las herramientas mas utilizadas para el
diagnéstico de las enfermedades hemoparasitarias, ya que ayuda al clinico a
enfocar el diagndstico, sin embargo, la identificacién del agente etiolégico de la
enfermedad hemopardsitaria, junto con el analisis de los signos clinicos y los
resultados de patologia clinica, permite el diagnéstico definitivo de la

enfermedad (Gonzales y Lesmes, 2013).

En los parrafos subsiguientes se presentan las pruebas de laboratorio que

pueden servirnos para identificar al agente patdgeno.



2.7.7.- Métodos directos

Se basa en la deteccion u observacion del agente etiologico a partir de
muestras de sangre obtenidas del animal sospechoso. La identificacién de las
morulas, los cuerpos elementales y/o iniciales de E. spp. en el interior de los
linfocitos y/o monocitos sanguineos de un perro constituyen una prueba

inequivoca de su infeccion (Ascaso, 2001, citado de Dominguez, 2011).

2.7.8.- Alteraciones Hematolégicas

Los cambios hematoldgicos estan mejor documentados en infecciones por
E.spp. 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, citado de Romero Blanco, 2011).

El hallazgo que se presente con mayor frecuencia en todas las etapas es la
Trombocitopenia, de acuerdo a Bulla y sus colaboradores en un estudio
realizado en el 2004 (lbid, 2011).Se presenta una correlacion entre un PCR

elevado y un una disminucion de plaquetas <100.000 plaquetas/pL.

En la fase aguda de la enfermedad es comun la leucopenia y la anemia
moderada (usualmente normocitica, normocrémica, no regenerativa). En la fase
subclinica se observa generalmente una trombocitopenia moderada, pudiendo
haber un descenso en el nimero de los neutrofilos; los pardmetros de eritrocitos
no son afectados normalmente en esta etapa de la enfermedad. La
trombocitopenia severa, leucopenia y anemia se presentan mas comiunmente
durante la fase cronica de la EMC (Waner y Harrus, 2000 citado de Paulino,
2011). La fase cronica grave se caracteriza por la presencia de pancitopenia
severa, misma que ocurre como resultado de una médula ésea hipocelular

suprimida.



En tanto a la bioquimica sanguinea se pueden identificar:
e Hiperproteinemia(33%).
¢ hiperglobulinemia (39%).
¢ hipoalbuminemia (43%).
¢ Alaninaaminotransferasa elevada (43%).

e Fosfatasa alcalina elevada (31 %).

2.8.- Frotis Periférico

El frotis periférico, es un método de laboratorio que se utiliza para el estudio de
las caracteristicas citoldgicas de las células de la sangre (Dominguez, 2011).
Para ello se utiliza la sangre periférica debido a que la E.spp. afecta con mayor
frecuencia los monocitos y linfocitos en este nivel, con el propdsito de mayor
éxito en la deteccion de la mérula se sugiere sangre capilar de orejas o rabo.
Es muy importante que el frotis y la posterior tincibn se realicen con precision

pues de ello dependera la veracidad de los datos.

Con tinciones Tipo GIEMSA las inclusiones intracitoplasméticas se observan de
color violaceo oscuro aungue, en ocasiones pueden adquirir una tonalidad rosa-
azulada. Con tinciones de Wrigth se observan de color violaceo o rojizo
(Barrios, 2011)

2.8.1.- Tincién de Giemsa

De acuerdo a Nieto (2010) la tincion de Giemsa es un método habitual para el
examen de frotis sanguineos. Se trata de una coloracion pandptica: que

consiste en una tincion realizada sucesivamente por colorantes neutros.

e Técnica: Se realiza una extension de sangre en una placa porta objeto y
se la fija con alcohol metilico durante tres minutos; posteriormente se

sumerge la extension en una solucién diluida al 1.9 de colorante Giemsa



y agua destilado durante 20 minutos aproximadamente; finalmente se

aclara y se deja secar.

e Interpretacion:
o Hematies: Color Rosado
o Plaquetas: Color Lila
o Citoplasmas: Azul Claro
o Nucleos: Azul oscuro o morados
o Granul. Eosinofilos: Color anaranjado

o Granul. Basofilos: Color purpura/azul oscuro

2.8.2.- Tincién de Wrigth

La tincion de Wright es una modificacion de la tincion de Romanowsky que se
utiliza en la tincién diferencial de elementos celulares de la sangre (Sigma-
Aldrich, 2013). Puede ser empleada en la tincion de frotis de sangre o de

medula 6sea

e Técnica: Se fija la extension, se afade la cantidad necesaria de
colorante cubriendo totalmente la muestra y que ademas evite la
evaporacion. Trascurridos 5 a 7 minutos se afiade al liquido colorante
una cantidad igual de solucidbn amortiguadora o agua destilada es
importante impedir que la mezcla se rebose del portaobjetos. Al finalizar
los 20 o 25 minutos se aclara la tincion con agua hasta que las partes
delgadas adquieran una tonalidad amarillenta o rosada; teniendo siempre

en cuenta que el lavado debe de hacerse en posicion horizontal.



e Interpretacion:

o Hematies: Color rosado

o Plaquetas: Color lila

o Citoplasmas: Color azul claro

o Ndcleos: Color azul oscuro o morados

o Granulocitos Eosinofilos: Color naranja

o Granulocitos Baséfilos: Color purpura o azul oscuro

2.8.3.- Alteraciones en la Orina

Un gran porcentaje de las alteraciones en orina es detectado en infecciones
experimentales durante la fase aguda de la infeccion; estas son:
e Proteinuria

e Hematuria

Experimentalmente se observa una pérdida maxima de proteinas urinarias, que
consiste en especial de albumina, dos y media a tres y media semanas después
de la inoculacién y se resuelve alrededor de las seis semanas después de la
infeccion (Neer, 2000, citado en Paulino, 2011). Con la aparicion de la fase sub

clinica estos signos desaparecen para volver otra vez durante la fase.

2.8.4.- Métodos Indirectos

Una alternativa a la observacion directa, que como anteriormente ha quedado
de manifiesto no es siempre eficaz, es la deteccion de la presencia de un
agente infeccioso por medio de la valoracion de la respuesta inmunitaria del
hospedador. (Ascaso, 2001 citado en Dominguez, 2011). Las pruebas descritas

a continuacion son las mas empleadas.



2.8.5.- Método de Inmunoabsorcion Ligada de Enzimas (ELISA)

Método de analisis confiable, capaz de ofrecer un diagnostico rapido de la
enfermedad. El snap combo Kit por ejemplo es un método de inmunoabsorcién
ligada de enzimas (ELISA) del laboratorio IDEX, esta identifica una region

inmunodominante P30 para lo cual utiliza anticuerpos monoclonales 111H7.

2.8.6.- Método de Western Inmunoblot

El inmunoblot, es una técnica analitica usada para detectar proteinas
especificas en una muestra determinada (una mezcla compleja de proteinas,
como un extracto tisular). Encontramos tantas posibilidades como tipos de
electroforesis existen. Luego son transferidas a una membrana adsorbente de
nitrocelulosa para poder buscar la proteina de interés con anticuerpos
especificos contra ella. Finalmente, se detecta la unién antigeno-anticuerpo por
actividad enzimatica, fluorescencia u otros métodos. De esta forma se puede
estudiar la presencia de la proteina en el extracto y analizar su cantidad relativa
respecto a otras proteinas.

2.8.7.- Diagnoéstico molecular

La reaccién en cadena de la polimerasa (polymerasechainreaction o PCR) es
una técnica molecular basada en las propiedades bioquimicas del ADN,
asociadas a la composicion y secuencia de nucleétidos. La PCR emplea
segmentos cortos y simples de nucleétidos, llamados cebadores, cuyas
secuencias son complementarias de las secuencias del ADN del organismo que
se investiga. La amplificacion de los cebadores permite la identificacion del ADN
bacteriano. Los cebadores y otros reactivos necesarios para que se produzca la
reaccion en cadena de la polimerasa se afiaden a un volumen de solucién que
contiene ADN representativo de la muestra de estudio, incluido ADN del

hospedador y del microorganismo que se busca. La muestra puede ser


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis_en_gel#Tipos
http://es.wikipedia.org/wiki/Adsorci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_ant%C3%ADgeno-anticuerpo
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluorescencia

cualquier tejido del hospedador que pueda portar al agente investigado (Sellon,
2003 citado de Paulino, 2011).

2.8.8.- Inmunofluorescencia indirecta (IFI).-

La inmunofluorescencia, es una técnica como todos los inmunoensayos, que
aprovecha la capacidad que tienen los anticuerpos para unirse con alta
especificidad a una determinada molécula blanco; pero se diferencia de otras
técnicas inmunoquimicas en que aqui la marca unida al anticuerpo es una

molécula fluorescente.


http://es.wikipedia.org/wiki/Inmunoensayo
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Inmunoqu%C3%ADmica&action=edit&redlink=1

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.- Detalle de las metodologias

3.1.1.- Disefio metodoldgico

El desarrollo del presente trabajo estd enmarcado en los parametros del
DISENO CUALI-CUANTITATIVO DE LA INVESTIGACION CIENTIFICA, porque
se basa en datos descriptivos de los canes participantes en el proyecto,
requiriendo para esto que cumplan con el cuadro clinico propio de la Erhlichia
spp. en sus tres fases, para ello se propuso un analisis estadistico, intentando

conocer la cantidad de perros infectados con el agente objeto de estudio.

3.1.2.- Tipo de investigacion

Acorde con el planteamiento del problema y lo propuesto en los objetivos, se
realizd una investigacion de tipo descriptiva, pues se determind la presencia de
morulas de E. spp. en frotis sanguineos periférico directo, de perros con
sintomas y asintométicos de para posteriormente realizar el examen de

laboratorio con tincién de Giemsa y poder diagnosticar Erhlichiosis.



3.2.- Variables a evaluar.

Variable

indice

Indicadores

Canes con sintomatologia y
asintométicos compatible a
Ehrlichiosis monocitica spp.

Infestacion evidente de

garrapatas

Fase Aguda: Pérdida de
peso, anorexia, letargia,
hipertermia, (41° C),
linfoadenomegalia,
exudado 6culo-nasal
seroso o purulento,

hemorragias, disnea,

Fase subclinica: puede
durar de meses a afios.
En esta fase el animal
recupera el peso perdido
y resuelve la hipertermia
llegando a tener
temperatura corporal
normal. En algunos
animales puede ser
eliminado el parasito, (si
Su estado inmune es
competente). Aunque en

la mayoria persiste,

e Animales que
presenten un
cuadro clinico
compatible con
las alteraciones
que produce E.
spp..

e Historial de
infestacion por
garrapatas.

e Area endémica de
Ehrlichiosis:
zonas de climas
calidos y

humedos.




instaurandose asi la fase

cronica.

Fase cronica: puede
manifestarse como una
enfermedad leve con
alteraciones
hematoldgicas y de peso
irrelevantes, o por el
contrario, se pueden

generar cuadros con:

a) Trombocitopenia, que
den sintomas tales como
palidez de mucosas,
petequias, equimosis en
mucosas, y/o
hemorragias importantes

(epixtasis).

b) Nefropatia perdedora
de proteinas, como una
glomerulonefritis que se
origina por depésito de
inmunocomplejos sobre
los capilares del
glomérulo. Esto da lugar
a proteinuria que en
algunos casos puede
llevar a hipoalbuminemia
lo que explicaria otro

sintoma que se puede




observar en Ehrlichiosis:
edemas en la parte
ventral del cuerpo

(extremidades, escroto).

c) Disnea o tos por el
edema intersticial a nivel

del pulmén.

d) Hepatomegalia,
esplenomegalia o

linfoadenopatia.

e) Signos oculares,
como otra consecuencia
de la glomerulonefritis,
ya que son animales que
tienden a hipertension
sistémica (como cambio
de color en los ojos,
ceguera y con bastante
frecuencia uveitis,
hipema, retinitinis,
desprendimiento de
retina).

f) Alteraciones
neuromusculares
principalmente causadas
por meningitis
inflamatoria o
hemorragica

(hiperestesia, estados de




estupor, o

convulsivos...).

g) Cojeras, rigidez en la
marcha por depositos de
inmunocomplejos en las
articulaciones
.Infestaciones por
Ehrlichia resticii o cepas
granulociticas provocan
estos cuadros: cojera,
tumefaccion o dolor

articular.

Inclusiones citoplasmaticas
(morulas) de Ehrlichia spp.
en frotis sanguineo directo

periférico

Avistamiento de la
Mérula de E. spp. en
monocitos en un frotis
sanguineo en tincion

Giemsa

Microscopia




3.3.- Analisis estadistico.

Debido a la naturaleza de la investigaciéon durante el desarrollo del
presente estudio, se obtuvieron medidas de tendencia central y
medidas de dispersion. También se realizaron graficos para

representar los resultados obtenidos.

3.4.- Ubicacién del ensayo.

El presente proyecto de tesis se llevd a cabo en 500 pacientes
caninos que presentaron sintomas o0 no (asintomaticos) propios de
la infeccion en el sector comprendido entre las calles Seis de
Marzo entre Bolivia y Garcia Goyena al sur de la ciudad de

Guayaquil. (Ver Anexo N° 1)

3.5.- Caracteristicas climaticas.

La ciudad de Guayaquil se encuentra a una elevaciéon promedio de
4 mts. sobre el nivel del mar. La temperatura media anual de la
Ciudad es de 25.5°C, con variaciones anuales en la estacion
luviosa y seca, registrandose una temperatura maxima absoluta
promedio anual de 33,5 °C y una minima absoluta promedio anual
de 18.9°C. La garrapata Riphicephalus sanguineus, encuentra este

lugar propicio para su habitat.



3.6.- Materiales
3.6.1.- Materiales de campo

3.6.1.1.- Biolbgicos:

Canes de 20 cuadras a la redonda del sector comprendido por las calles Seis
de marzo entre Garcia Goyena y Bolivia compatibles con los sintomas y

también los canes asintomaticos.

3.6.1.2-. Fisicos:

e Lancetas con disparador
e Guantes de examinacion
e Portaobjetos

e Mandil

e Hojas de campo

e Caja porta placas

e Algodoén

e Bozal

3.6.1.3.- Quimicos:
e Alcohol metilico

3.6.2.- Materiales de laboratorio:

3.6.2.1. Biolodgicos:

e Sangre periférica directa de canes



3.6.2. 2. Fisicos:

Microscopio

Porta objetos

Mandil

Guantes de examinacion
Cinta masking

Camara para fotos

Hojas de laboratorio

3.6.2.3. Quimicos:

Colorante de Giemsa
Aceite de cedro (inmersion)
Alcohol metilico

Agua destilada

3.6.3.- Materiales de escritorio:

Computadora
Impresora

CDs

Camara de fotos
Memory flash
Esferogréaficos

Papel bond



3.7.- Tratamientos

A través de encuestas realizadas por el autor previo a la eleccién
del tema, se comprobd la presencia de este ectopardsito
(garrapata Riphicephalus sanguineus), en todas las casas del lugar

universo de la tesis.

EL objeto de estudio esta constituido por todos los perros que se
encuentren dentro del sector objeto de la investigacion que se

realizé.

Los criterios de inclusion para participar del proyecto son:

e Perros infestados con garrapatas durante su historia.

e Perros con sintomas y signos correspondientes a Ehrlichia
spp.

e Perros asintomaticos para diagnosticar fase sub clinica de la

infeccion.

De una poblacion total de 500 perros a través del analisis clinico se obtuvo un
resultado de 57 perros que presentan los criterios de inclusion para participar en
el proyecto de ellos se tomaron las respectivas muestras de sangre para su
posterior estudio de laboratorio con los métodos descritos en los subsiguientes

parrafos.



3.8.- Manejo del experimento

3.8.1.- Recoleccion de muestras

Para la recoleccion de muestras se realizo el siguiente protocolo:

Alistar los materiales que se van a utilizar.

Toma de datos en la hoja de campo.

Rotular el portaobjetos con el nUmero de muestra.

Sujecion del animal.

Desinfeccion con alcohol etilico del area donde se va a realizar la puncion.
Toma de muestras de sangre por venopuncion ,en la vena cefélica o
pabellon auricular.

Depositar una gota de sangre en el portaobjetos y realizar el frote periférico

mediante la técnica de los dos portaobjetos.

3.8.2- Frotis periférico: Técnica de los dos portaobjetos

Depositar una pequeia gota de sangre en el extremo de un portaobjetos.

Con el borde de otro portaobjetos a 45 grados, tocar la gota, esperar a que
la sangre se distribuya por capilaridad y después deslizar suavemente un
portaobjetos sobre el otro en sentido longitudinal hasta que la gota quede

bien extendida sobre la superficie del primer portaobjetos.

Secado del frotis al ambiente

Cuando la extension se realiza por este procedimiento, el frotis presenta tres

zonas diferenciadas, en las que la morfologia eritrocitaria puede variar y la

distribucion de leucocitos puede ser diferente. La zona en que inicialmente se

depositd la gota es excesivamente gruesa y no puede ser valorada

adecuadamente. A continuacion se extiende el de la extension, que



corresponde a la region intermedia del frotis y en ella existe un reparto
equilibrado de las células; es la zona ideal para la observacién microscopica.
Por ultimo, al final de la extension, se encuentran las o la, es una zona final

donde las células adoptan una disposicion de cordones (Dominguez, 2011).

3.8.3.- Tinci6én Giemsa

3.8.3.1.- Procedimiento:

e Cubrir la superficie del extendido durante 5 minutos con el alcohol metilico y
eliminar el excedente (fijacion quimica).

e Cubrir el preparado con solucion Giemsa diluida (2 gotas de eosianato de
azul de metileno por cada ml. de agua destilada) y dejar actuar durante 3

minutos.
e Lavar con agua destilada.
e Dejar secar el preparado al aire.

e Observar al microscopio con objetivo de inmersion.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- RESULTADOS.

En el estudio efectuado se observéo que de la poblacién de 500
canes a los que se le realizé el analisis de laboratorio 57
presentaron cuadros compatibles con ehrlichiosis spp. que
equivalen al 11% de la poblacién total, en el 89% restante no se

observaron la morulas en los leucocitos (ver grafica y cuadro 1)



TABLA 1

PREVALENCIA DE INCLUSIONES CITOPLASMATICAS DE E. SPP.

- POSITIVOS PORCENTAJE NEGATIVOS PORCENTAJE

57 11% 443 89%

GRAFICO N° 1

PREVALENCIA DE INCLUSIONES CITOPLASMATICAS DE E. SPP.
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Baset 1
Beagle 2
Doberman 2
Boxer 2
Braco 1
Bulldog 1
Chiguagua 7
Chow 2
Cocker 2
Golden 1
Husky 2
Mestizo 18
P. Aleman 1
Pittbull 3
Poodle 2
Pug 1
R. Weiler 1
Schanauzer 3
Sharpei 1
Shit-zu 2
York 2

La raza con mayor frecuencia de
pacientes positivos fue la MESTIZA
con 18 canes infectados como lo
explica la tabla N° 2 y el grafico n°
2, esto guarda relacion con que por
este sector es la raza con mas

presencia.



GRAFICO N° 2
RAZAS POSITIVAS A E. SPP.
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Se logro constatar que los canes 1 - 12 meses equivalente 21% vy los de 157 a
168 meses esto es de 13 a 14 afios correspondiente al 14% son los perros con

un una elevada cantidad de frecuencia, esto se debe a que en edades el



paciente tiene su sistema inmunolégico deprimido lo que permite al hospedero
y al agente causal penetrar con facilidad (Tabla 3; Grafico 3).

1-12 12
13-24 3
25-36 2
37-48 5
49 - 60 <
61-72 3
73 -84 2
85-96 2

97 - 108 2
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121 - 132 4
133 -144 5
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157 - 168 8
169 - 180 4




GRAFICON®3

FRECUENCIA DE CANES INFECTADOS POR EDADES EN MESES

I ——————— |
_
145-156 o=
—_——
A |
—
97-108 =o——
|
To-83  e——
| ———
49-60 m———————
_
25-36 m—
e —
sy

[—
Ll
A
[
o0
I
'
=



Como nos revela la tabla 4 y el grafico 4 la fase aguda es la de mayor

prevalencia en los perros objetos de estudio.

Fases Frecuencia Porcentaje
Aguda 34 60%
Crobnica 13 23%
Subclinica 10 17%

TABLAN" 4
PREVALENCIA DE FASES

subclinica
17%

\




En la fase aguda la raza que predomina es la mestiza con nueve casos seguida
de la chiguagua con 7 casos.

Baset 1
Bulldog i. 1
Chiguagua 7
Chow 1
Cocker 1
Doberman 1
Golden 1
Husky 2
Mestizo 9
Pitbull 2
R. Weiller 1
Schnauzer 2
Sharpei 1
Shit-zu 2
York 2




GRAFICO N°5
CASOS EN FASE AGUDA
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De acuerdo a las edades los canes con mayor frecuencia de infeccién en la

fase aguda son 1 a 12 meses con un numero de 7 pacientes.

1-12 7

37 -48 5
49 - 60 2
73 -84 2
85-96 2
97 - 108 2
121 -132 3
133 144 4
157 -168 5
169 -180 2




TABLA N°6

CASOS EN FASE
AGUDA POR EDADES
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La raza mestiza para la fase crbnica sigue presentando una prevalencia
elevada como lo muestra la tabla y el grafico 7

Beagle 2
Braco 1
Boxer 1
Chow 1
Mestizo 6
Pittbull 1
Pug 1

TABLA N7
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Los perros de acuerdo al rango de edad mas afectados en esta fase fueron los

gue se encontraban entre 1 a 12 meses, asi se aprecia en la tabla y el grafico 8.

1-12 3
13-24 2
49 - 60 1
61-72 2

121 -132 1
157 -168 2
169 -180 2
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TABLA N® 8
CANES EN FASE CRONICA POR
EDADES

13—-24 49-—-60 61-—-72 121-132157-168169-180



Se presentaron 10 casos en la fase subclinica de los cuales el 3,30 % de la
razas infectadas son mestizos, con respecto a las edades el 20% esta ubicada
ende 1 a 12 meses.

GRAFICO N° 9

CANES EN FASE SUBCLINICA POR RAZAS
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W cocker

B doberman
B mestizo

M p.aleman
¥ poodle

¥ poodle
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GRAFICO N° 9
CANES EN FASE SUBCLINICA POR EDADES
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4.2.- DISCUSION.

Pudimos verificar que el agente causal de la EMC bacteria gran negativa,
ubicua, ya que se encuentra distribuida en casi todos los continentes donde
habite el agente vector; En la ciudad de Guayaquil debido a su clima calido,
tropical y humedo en invierno, lo vuelve propenso para la proliferacion de la
garrapata marrén (RS), y sumado a la falta de control por parte de sus
propietarios se logro identificar en el presente estudio realizado a 500 canes de
la poblacion delimitada, obtuvimos una prevalencia de 57 canes, que

corresponde al 11%, y 443 negativos que equivale al 89%.

La exploracioén fisica, demostré que el 59.64% se encontraba en fase aguda
con los sintomas ya estudiados ampliamente en esta investigacion, en el

momento de la elaboracién del frotis encontramos la presencia de la moérula de

E. spp..

En la fase aguda, la mas elevada, se evidencio los sintomas mas comunes de
la enfermedad es decir: fiebre, depresion, anorexia, petequias, epistaxis, signos
neuroldgicos, edema escrotal y linfadenopatia, desprendimiento de retina, dolor
articular, cojeras, signos neurolégicos centrales y periféricos, mientras que en
los canes en fase crénica, se observaron estados febriles y de decaimiento,
Como lo menciona la bibliografia, en la fase sub-clinica los perros en estudio
no presentaron signos de la enfermedad, sin embargo; al igual que en las otras

fases existié presencia de la rickettsia en el frotis.

La fase sub-clinica es la mas peligrosa, ya que puede durar hasta 3 afios,
segun el estado inmunoldgico del paciente, los canes participantes del proyecto
de 157 — 168 meses equivalentes de 13 a 14 afos, ya son geriatricos y
presentan debilidad en si sistema inmune, en esta fase los periodos febriles
desaparecen y la mascota se convierte en un portador sano, los cuadros
anémicos se van desarrollando lentamente y son anemias no regenerativas, ya

gue este parasito se aloja en la médula 6sea, se hace hipoplasica.



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1.- CONCLUSIONES.

De acuerdo a las metas planteadas podemos concluir, para el objetivo general
se logré constatar la presencia de inclusiones intracitoplasméticas en las 3

fases de la enfermedad a 57 canes de una poblacion de 500 muestras.

Con respecto al objetivo 1 la poblacion total de canes habia presentado
infestacion por el agente vector (garrapata marron del perro (riphicephalus
sanguineus), por esta razon se decidid analizar las muestras sanguineas de
cada uno de ellos, pues como lo explica el marco teérico, la fase sub-clinica no
presenta sintomatologia, no obstante como mencionan las estadisticas, se pudo
constatar que el 11% de los canes (57) donde se observd la mérula en la
microscopia del frotis sanguineo; 60% presento sintomas compatibles con la
fase aguda; 23% sintomas correspondientes a la fase crénica, mientras que el
17% restantes al no presentar sintomatologia fisica fueron clasificados dentro

da la fase sub-clinica.

Concordando con lo explicado en el parrafo anterior y en la bibliografia; al ser la
fase sub-clinica asintoméatica, se determiné que es necesario realizar examenes
de laboratorio para precisar el diagndstico que permita un tratamiento con

mayor efectividad, explicado lo planteado en el objetivo 2.

Cumpliendo con el objetivo 3, el universo de estudio ubicado al sur de la ciudad
de Guayaquil, ciudad que como se ha recalcado tiene el clima favorable para el
desarrollo del vector, la presencia de perros callejeros sin ningun control por
parte de las autoridades municipales, la ausencia de programas de control de
garrapatas que deberia ser realizada por el departamento de Zoonosis de la
Subdireccion Provincial de Salud del Guayas y la poca cultura preventiva en los
moradores del sector ha permitido una super poblacion de garrapatas, ademas
de tener en cuenta en los 57 casos presentes no se ha visitado al veterinario y

el propietario ha recurrido a la auto medicacion.



5.2.- RECOMENDACIONES.

¢ Una vez que se ha concluido este trabajo de investigacion, se realiza las

siguientes recomendaciones:

e Es importante que los duefios practiquen el habito de visitar al médico
veterinario un periodo maximo de 4 veces al afo, para realizar control de

ectoparasitos y endoparasitos.

e El médico veterinario debe apoyarse en pruebas de laboratorio que
confirmen su diagndstico clinico y asi realizar un plan de tratamiento a

tiempo que permitird un prondstico favorable.

e Un cuidado adecuado y una alimentacion balanceada recomendada por
un profesional calificado, con el propésito de fortalecer el sistema

inmunologico del can.

¢ No auto medicar a nuestras mascotas en caso de presentar alteraciones

en la salud, es recomendable acudir al médico veterinario.

e Si bien es cierto los gobiernos municipales y estatales realizan campafas
para el control de vectores se han enfocado en el mosquito, soslayando
a la garrapata que de acuerdo a los estudios en Latinoamérica ubican a
este artrépodo como el segundo transmisor de enfermedades al ser
humano; Por lo tanto, resulta necesario concienciar a las autoridades a la
implementacion de programas cuya finalidad sea el control del

ripicephalus sanguieuss.



e Al detectar la presencia del vector es imperante la fumigacion cada 21
dias con 2cc. cipermetrina o amitraz disuelto en 1 litro de agua,
prestando mayor importancia a grietas, orificios, agujeros, areas verdes,

debajo de piedras, escombros y muebles.

e EIl médico veterinario debe orientar a los propietarios de sus pacientes
sobre las secuelas que puede traer una infestacion con garrapatas,
advertirles sobre la posible zoonosis y guiarlo hacia una medicina

preventiva.



BIBLIOGRAFIA

ALMAO M; GARCIA M; MUJICA R., (2013)., Ehrlichia spp. en el Caserio “La
Isla”, municipio Palavecino, estado Lara. Revista del Colegio de Médicos
Veterinarios del Estado Lara. Universidad Centroccidental “Lisandro

Alvarado” Barquisimeto, Estado Lara-Venezuela.

ARGOS PORTAL VETERINARIA, (2014)., Introduccion a las garrapatas (I):
consideraciones generales. Universidad de Zaragoza.

argos.portalveterinaria.com

ARGOS PORTAL VETERINARIA., (2014)., Diagnostico y control de
ehrliquiosis/anaplasmosis y garrapatas. argos.portalveterinaria.com

BARRIOS L., (2010)., Evidencia serologica y hematolégica de Erhlichia spp.. En
propietarios de canes domésticos con antecedentes de Erhlichiosis en
Lima Metropilitana. Tesis para optar el titulo de Médico Veterinarios.
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Medicina

Veterinaria. E.A.P. de Medicina Veterinaria. Lima — Peru.

CARRILLO L.; BETANCUR S.; ROLDAN D.; MV; ESTEBAN J.; GALEANO D.;
LOAIZA E.; GIRALDO C., (2012)., Implementacién de un método basado
en PCR, para el diagnostico de Ehrlichia spp.., en canes de Medellin
(Colombia). Implementacdo de um método baseado em PCR, para o
diagnastico de Ehrlichia spp.., em canes de Medellin (Colémbia). Grupo
de Investigaciéon VERICEL, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
de Antioquia, AA 1226, Medellin-Colombia.



http://lwww.ppelverdadero.com.ec/mi-guayaquil/item/ciudades-de-
america-en-calles-del-barrio-del-seguro.html
Tomada de la edicién impresa del Sabado, 04 Febrero 2012

Cinthia Herrera / Guayaquil

CONSEJO EUROPEO PARA EL CONTROL DE LAS PARASITOSIS DE LOS
ANIMALES DE COMPANIA-ESCCAP (2012). Control de enfermedades
transmitidas por Vectores en perros y Gatos. Guia ESCCAP N° 5.

DAVOUST B., PARZY D., DEMONCHEAUX J.P., TINE R., DIARRA M.,
MARIED J.L., MEDIANNIKOV 0., (2013). Usefulness of a rapid
immuno-migration test for thedetection of canine monocytic ehrlichiosis in
Africa. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases.
ARTICLE IN PRESS, CIMID-947; No. of Pages 7. Edt. ELSEVIER.

DOLZ G.; ABREGO L.; ROMERO L.; CAMPOS L.; BOUZA L.; JIMENEZ A.,
(2013). Conferencias magistrales. Ehrlichiosis y anaplasmosis en Costa
Rica. Ehrlichiosis and anaplasmosis in Costa Rica. Acta Médica
Costarricense On-line version ISSN 0001-6012. Acta méd. costarric
vol.55 suppl.1 San José Jul. 2013.

DOMINGUEZ G. G., (2011). Prevalencia e identificacién de hemoparasitos
(ehrlichia spp., babesia spp. y anaplasma phagocytophilum) en perros de
la ciudad de cuenca. Tesis de grado previa a la obtencién del titulo de
médica veterinaria zootecnista. Universidad de Cuenca Facultad de
Ciencias Agropecuarias Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Cuenca — Ecuador.


http://www.ppelverdadero.com.ec/mi-guayaquil/item/ciudades-de-america-en-calles-del-barrio-del-seguro.html
http://www.ppelverdadero.com.ec/mi-guayaquil/item/ciudades-de-america-en-calles-del-barrio-del-seguro.html

FERNANDEZ A.; GARCIA C.; ANTONIO SAEZ J.; VALDEZATE S., (2010).,
Métodos de identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en microbiologia clinica. = Recomendaciones de la
Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Editores: Emilia Cercenado y Rafael Canton.

GONZALES L.; Y LESMES L., (2013).,, Determinacion de Babesia spp. y
Ehrlichia spp., en hemolinfa de garrapatas teleoginas de Riphicephalus
sanguineus.

Determination of Babesia spp. and Ehrlichia spp. in tick hemolymph of
Rhipicephalus sanguineus engorged. Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad de los Llanos Orientales, ciudad de Villavicencio-Colombia.

HARRUS S., WANER T. (2011). Diagnosis of canine monocytotropic
ehrlichiosis (Ehrlichia spp.): An overview. The Veterinary Journal. Edt.

Elsevier. Israel.

HARRUS S., WANER T., (2013). Canine MonocyticEhrlichiosis — From
Pathology to Clinical Manifestations. Israel Institute for Biological
Research, P.O. Box 19, Ness Ziona 74100, Israel. Koret School of
Veterinary Medicine, The Hebrew University of Jerusalem, P.O. Box 12,
Rehovot 76100, Israel.

INMUNOLOGIA. Curso 2009-10. Tema 4. Inmunidad innata. Mespp.mos de
defensa inespecificos. Fagocitosis. La respuesta inflamatoria. Inmunidad
adaptativa. Inmunidad sistémica. Inmunidad de base humoral e
Inmunidad de base celular. Principales caracteristicas de la respuesta

inmune.



LINARES M. (2011)., Hepatozoonosis canina en la provincia de Mendoza,
Argentina Hallazgos clinicos y de laboratorio. Universidad Juan Agustin

Maza. Facultad de Ciencias Veterinarias y Ambientales.

MARQUEZ I, (2011). “Diagnostico de enfermedades hematicas en canes en la
ciudad de Milagro mediante el uso de kits SNAP 4DX", Tesis de grado
previa a la obtencion del titulo de médico veterinario zootecnista.
Universidad de Guayaquil Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Guayaquil-Ecuador.

MARTINEZ G., (2014). Diagndstico Seroldgico y Citoldgico de Ehrlichiosis en
Perros de la Ciudad de Morelia Michoacan”. Tesis de grado previa a la
obtencién del titulo de médica veterinaria zootecnista. Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan-México.

MASAKE R. Y MUSOKE A., (2010).,, Enfermedades hemoparasitarias y
respuestas inmunitarias especificas. International Livestock Research
Institute (ILRI), P.O. Box 30709, Nairobi, Kenia.

MATERLAB. (2013). Protocolos de Tincién. Madrid Espafia

MUTZ 1. (2010). Las infecciones emergentes transmitidas por garrapatas.
Departamento de Nifios y Adolescentes, Hospital Estatal de Leoben,
Leoben, Austria. Ann Nestlé [Esp] 2009; 67:123-134 DOI:
10.1159/000287275.

NIETO JL. (2010) Préactica 15: Tincion Giemsa. [Internet]. Sribd Inc; [Acceso 2
de septiembre de 2010].
Disponible en: <http://es.scribd.com/doc/49115405/Practica-15-

Tincién de Giemsa



NORIEGA A., MVZ (2012). El Laboratorio Clinico en el diagnéstico de

Ehrlichiosis canina. BioPet Laboratorio Veterinario, Articulo 2.

PAREDES K., (2010), “Determinacién de la presencia de anticuerpos
contra Ehrlichia spp. en perros atendidos en clinicas veterinarias del
municipio de Soyapango, San Salvador, ElI Salvador en el periodo
comprendido entre Noviembre 2008—Enero 2009”. Tesis presentada a la
Junta Directiva de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Universidad de San Carlos de Guatemala Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia, Escuela de Veterinaria. Guatemala.

PAULINO A., (2001)., Deteccion serolégica de anticuerpos contra Ehrlichia spp. y
Ehrlichia Chaffeensis en humanos que realizan actividades veterinarias
en Lima Metropolitana. Tesis de grado previa a la obtencion del titulo de
meédico veterinario zootecnista. Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Facultad de Medicina Veterinaria. E.A.P. de Medicina

Veterinaria. Lima — Perd.

QUIJADA J.; FORLANO M.; BETHENCOURT A.; GAHON D.; GONZALEZ D.; Y ISIS
VIVAS 1., (2013)., Ectoparasitos (Acari: Ixodidae y Siohonaptera:
Ctenicephalidae) en canes bajo asistencia veterinaria en un Hospital
Veterinario de Venezuela. Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIlI, N° 2,
105 - 110, 2013.

QUIROZ H.; FIGUEROA J.; IBARRA F.; LOPEZ M.,(2011)., Epidemiologia de
enfermedades parasitarias en animales domésticos. Primera edicion, 02
de febrero de 2011,ISBN:978-607-00-4015-3 México.



ROMERO V., PADILLA S., ALVARADO N., (2011)., Cambios hematoldgicos en
pacientes positivos a erhlichiosis canina en la ciudad de Lazaro
Céardenas. XXII Encuentro de investigacion veterinaria y produccion
animal. Trabajos de clinica veterinaria. Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

ROMERO L.; DOLZ G. ; ROMERO J.; MENESES A.; JIMENEZ M. Y SALAZAR L.,
(2010). Evaluacion del diagnéstico de Ehrlichia spp. mediante frotis
sanguineo y técnica molecular en perros de Costa Rica. Evaluation of the
diagnosis of Ehrlichia spp. in dogs from Costa Rica, using blood smears
and molecular technique. Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 28, N° 1, [23-
36], ISSN: 0250-5649, enero-junio, 2010. Universidad de Costa Rica
(UCR), San José-Costa Rica.

ROJAS A.; RUEDA A.; DIAZ D.; MESA N.; BENAVIDES J.; IMBACHI K.; ALVARES
L.; LOPEZ R., (2013)., Identificacién de Erhlichia spp. (Donatien &
Lestoquard) Moshkovski mediante PCR anidada. Grupo de Investigacion
en Acarologia, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad

Nacional de Colombia sede Palmira.

SALAZAR H.; BURITICA E.; (2011)., Infeccién por Ehrlichia spp.: patogenia,
diagndstico y recomendaciones terapéuticas. Grupo de investigacion en
medicina y cirugia en pequefios animales, Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia, Universidad de Tolima, Colombia.

SIGMA ALDRICH, (2013). Tincién de Wright Modificada, numero de catalogo (WS16-
500ml; WS32-1L; WS80-2.5L; WS128-4L); 3050 Spruce Street, St. Louis,
MO 63103 EE.UU. SIGMA-ALDRICH INTERNATIONAL
GmbHWassergasse 7900 St. Gallen Switzerland.



STEPHEN J.

WEINBORN

; BARBET A.; BEKKER C.;DASCH G.;PALMER G.;RAY S.; RIKIHISA' Y
RURANGIRWA F.(2001)., REORGANIZATI On of genera in the families
Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the order Rickettsiales:
unification of some species of Ehrfichia with Anaplasma, Cowdria with
Ehrlichia and Ehrlichia with Neorickettsia, descriptions of six new species
combinations and designation of Ehrlichia equi and 'HE agent" as
subjective synonyms of Ehrfichia phagocytophila. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (2001), 51, 2145-21 (55
Pdnted in Great Bdtain.

R.; TORO I.;LEPORATI M.; CASTILLO D., (2012)., Hallazgos seroldgicos
de Ehrlichia spp.. en canes de la ciudad de Talca, Chile. Serologic
findings of erhlichia spp. in dogs in Talca, chile. Hospitales Veterinarios
vol. 4 N° 2 — 2012.



ANEXOS

Anexo 1: Croquis de campo.




Anexo 2: Presupuesto

MATERIALES UNIDAD VALOR | TOTAL
Agujas hipodérmicas 5 cajas de 100 c/u 6.20 31.00
Guantes de examinacién 1 caja 4.50 4.50
Portaobjetos 10 cajas 3.80 38.00
Mandil
3 12.00 36.00
Hojas de campo 500 0.05 25.00
Caja porta placas
10 cajas 3.80 38.00
Algoddn
2 fundas 3.50 7.00
Alcohol metilico
2 litros 6.00 12.00
Microscopio
1 500.00 500.00
Cinta masking
1 0.90 0.90
Cémara para fotos
1 300.00 300.00
Hojas de laboratorio
500 0.05 25.00
Colorante de Giemsa
2 frascos 8.00 16.00
Aceite de inmersion 1 frasco 12.00 12.00
Agua destilada
1 galén 1.50 1.50
Computadora
1 700.00 700.00
Impresora
1 70.00 70.00
CDs
1 1.00 1.00
Memory flash
1 25.00 25.00
Esferograficos
5 0.50 2.50
Papel bond
1 resma 6.00 6.00

1.851.40







