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RESUMEN

Descripcion del estado de infeccion en enfermedades rickettsiales en caninos de los
municipios de El Espinal y La Mesa mediante el uso de pruebas diagnosticas
(hematoldgica, seroldgica y molecular) y su relacion con el cuadro clinico.

Description of infection in rickettsial diseases in El Espinal and La Mesa municipalities’s
canines by using diagnostic tests (hematological, serological and molecular) and its

relationship with the clinical singns.

En la actualidad, existen maltiples variables que favorecen la transmision de enfermedades como
las infecciones rickettsiales, entre ellas se encuentran el incremento de tenencia de mascotas,
cambio en los habitos de cuidados de las mismas, convivencia con estas, interaccion de las
mascotas con otros animales en centros de guarderia y la facilidad de los propietarios para
llevarlas de un lugar a otro. El propdsito de esta investigacion es describir la presentacion de las
enfermedades rickettsiales (Ehrlichia spp, Anaplasma spp. y Rickettsia spp) en 50 caninos de los
municipios de La Mesa y El Espinal, usando diferentes pruebas diagndsticas, ya que no existe un

método Unico para este fin.

Se tomaron muestras de sangre de caninos, teniendo en cuenta como criterios de inclusién, la
presentacion de signos y anamnesis compatibles con estas infecciones. También se realizé cuadro
hematico y prueba de SNAP, para evidenciar alteraciones hematoldgicas o la exposicion de los
organismos de interés. Sobre estas muestras se realizé extendido sanguineo y pruebas con un kit
comercial de PCR de Rickettsias, que detecta material genomico de los antigenos de Ehrlichia,
Anaplasma y Rickettsia. Los resultados de estas pruebas (cuadro hematico, extendido sanguineo,

SNAP y PCR) fueron correlacionados entre si, sumado a las caracteristicas clinicas halladas en
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consulta. Adicionalmente, del 50% del total de la muestra, se extrajeron 4 a 5 garrapatas de cada
individuo, a las cuales se realizaron pruebas de PCR detectdra de genoma de antigenos, cuyos

resultados se correlacionaron con los resultados del canino del que se extrajeron.

En la poblacion estudiada, los signos clinicos mas comunes corresponden a temperaturas mayores
a 38,5°C, anorexia, baja condicion corporal y decaimiento. En cuanto a la prueba de SNAP, 35
caninos (70%) tuvieron resultados positivos a Ehrlichia y de estos, 9 (25,7%) fueron positivos a
Anaplasma en simultidneo. Respecto a los resultados de PCR tanto en los caninos como en las
garrapatas recolectadas, fueron negativos en su totalidad. En la diferenciacion de Ehrlichia y
Anaplasma bajo microscopia 6ptica de luz blanca en extension sanguinea, no se encontraron
microorganismos. Los caninos fueron positivos a la prueba rapida seroldgica detectéra de
anticuerpos (SNAP), pero negativos a extendido y a PCR, lo cual deja ver que no estan en una

fase aguda de la enfermedad.

Palabras clave: Ehrlichia, Anaplasma, Rickettsia, Garrapatas, Diagndstico, PCR, SNAP, frotis

sanguineo.

ABSTRACT

At present, due to different variables such as increased pet ownership, changes in their care habits,
coexistence with them, the interaction of pets with multiple animals in day care centers and the
ease with which Owners to carry them from one place to another, favors the transmission of many
diseases among them, rickettsial infections. The purpose of this research was to describe the
presentation of rickettsial diseases (Ehrlichia spp, Anaplasma spp. And Rickettsia spp) in 50
canines of the municipalities of La Mesa and El Espinal using different diagnostic tests, since

there is no single method for this end.
For this study blood samples of canines were taken considering in the inclusion criteria the

presentation of signs and anamnesis compatible with these infections. In addition to the above, it

was considered the accomplishment of a hematological chart and SNAP test to show
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hematological alterations or the exposure of the organisms to interest. These samples were
designed to perform blood smears and tests with a commercial Rickettsia PCR kit that detects
genomic material from Ehrlichia, Anaplasma and Rickettsia antigens. The results of these tests
(blood count, blood draw, SNAP and PCR) were correlated with each other and with the clinical
characteristics found in the study. In addition, 4 to 5 ticks were extracted from 50% of the total
sample in the two groups, which were also tested for antigen genome PCR and the relationship
with the canine results was obtained Extracted.

Regarding the clinical signs presented, it was found that the temperature higher than 38.5 ° C,
anorexia, low body condition and decay were the most common within the population studied. As
for the SNAP test, 35 canines (70%) had positive results for Ehrlichia and 9 canines (25.7%) were
positive for Anaplasma at the same time. Regarding the PCR results in the canines and in the
collected ticks, they were totally negative, in the differentiation of Ehrlichia and Anaplasma under
light microscopy of white light in blood extension no microorganisms were found. The canines
were positive for the SNAP test but negative for extended and PCR, which shows that they are

not in an acute phase of the disease.

Keywords: Ehrlichia, Anaplasma, Rickettsia, Ticks, Diagnosis, PCR, SNAP, blood smear.
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1. INTRODUCCION

Los caninos y los humanos estan expuestos y susceptibles a enfermedades transmitidas por
garrapatas como las infecciones causadas por bacterias Rickettsiales incluyendo Anaplasma,
Ehrlichia y Rickettsia (Nicholson, Allen, McQuiston, Breitschwerdt, & Poco, 2010). De alli la
importancia de un buen diagnostico y reconocimiento de los estados de estas enfermedades, ya
que se consideran potencialmente zoonoticas, ademas de la posibilidad que tienen de generar
coinfeccion, y a su vez el compromiso de salud en los animales de compafiia (Nicholson , y otros,,
2010; Carrillo , y otros,, 2012).

Actualmente, debido al incremento de tenencia de mascotas, el cambio en los habitos de
convivencia, la interaccion de los animales de compafiia con multiples mascotas en centros de
guarderia y la facilidad de movilidad de un lugar a otro, favorecen la transmision de muchas
enfermedades, como las infecciones rickettsiales. Se puede decir que, a la fecha, hay més facilidad
para realizar diagnosticos de infecciones rickettsiales; sin embargo, muchos de estos diagndsticos
se efectian con base en un cuadro clinico y resultados de hemograma compatibles con la
patologia, sin determinar si el agente causal es Ehrlichia, Anaplasma o Rickettsia.
Adicionalmente, no existe un método Unico para el diagnostico de estas enfermedades, el cual se
realiza en algunos paises con diversos grados de certeza a través de una combinacion de
indicadores clinicos y hematoldgicos, evidencia seroldgica y confirmacién molecular (Cohn,
2003).

En Colombia de forma rutinaria se utilizan las pruebas rapidas SNAP detectoras de
anticuerpos, llevando a los clinicos a malas interpretaciones y a tratamientos de los animales sin
estar presente la enfermedad; estas pruebas de deteccidn de anticuerpos permiten establecer la

exposicion, mas no un estado activo de infeccion.
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Con base en lo anterior se justifico la realizacion un proyecto de investigacion que busca
un protocolo diagndstico, con base en la utilizacion de hallazgos clinicos, pruebas hematoldgicas,
seroldgicas y moleculares, que permitiran al clinico un adecuado diagnostico, seguimiento clinico
y terapéutica adecuada de los caninos. No se puede dar el diagnéstico de una enfermedad solo por

signos clinicos y anamnesis, se debe tener la certeza de la presencia de la patologia.

Se considero la necesidad de realizar un adecuado uso e interpretacion de las pruebas
diagnosticas en los procesos rickettsiales en caninos de varias clinicas situadas en los municipios
El Espinal y La Mesa (Cundinamarca, Colombia) cuyo clima tropical mantiene una temperatura
uniforme la mayor parte del afio. Se obtuvieron muestras de sangre en animales con anamnesis
compatibles a estas enfermedades, a estas muestras se les realizé la prueba de PCR para
determinar la presencia de la(s) bacterias en cada animal. Adicionalmente, se recibieron junto con
las muestras, los resultados de cuadro hematico, prueba seroldgica detectdra de anticuerpos y
laminas de extendido sanguineo de cada animal. Para poder describir un protocolo diagndstico
para estas enfermedades en los municipios mencionados, en los cuales no se ha desarrollado este
tipo de trabajo, se debe tener en cuenta su geografia y clima, puesto que son &reas con alta

poblacién de garrapatas, y alta transmision de enfermedades por estos vectores.

Dependiendo del tipo de infeccion rickettsial, puede ser un reto para los médicos
veterinarios su diagnoéstico, debido a las diferentes etapas de estas enfermedades y sus mdultiples
manifestaciones; se hace necesario para el clinico determinar el agente causal para su correcto
seguimiento, tratamiento y control. Cabe anotar que Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia no son los
Unicos microorganismos que pueden desencadenar sintomatologia como fiebre, decaimiento,

anorexia, signos de sistema nervioso central, linfadenomegalia, pérdida de peso, entre otros.

Debido a que los vectores de las infecciones rickettsiales son las garrapatas, se establecio la
presencia de uno o maltiples agentes causales (Ehrlichia spp, Anaplasma spp y Rickettsia) en
éstas, mediante PCR, y se relaciono este resultado con el hospedador, pudiendo encontrar, o0 no,

coinfecciones tanto en las garrapatas, como en los caninos estudiados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

Describir los estados de la infeccion en enfermedades rickettsiales, en caninos y en garrapatas,
correlacionando e interpretando las pruebas diagndsticas mas usadas en la clinica de pequefios
animales, como cuadro hematico, extendido sanguineo, prueba rapida SNAP, prueba molecular

PCR y cuadro clinico asociado.

2.2. Objetivos especificos.

Detectar la posible infeccidon de Ehrlichia, Anaplasma y Rickettsia y/o coinfecciones por medio
de extendido sanguineo, prueba seroldgica (prueba rapida de inmunocromatografia) SNAP y
PCR.

Correlacionar las pruebas diagndésticas (SNAP y PCR) con cuadro clinico y hemograma de los

perros estudiados.

Establecer la presencia o ausencia de uno o multiples agentes rickettsiales en simultaneo, en

garrapatas y en caninos, en los municipios del Espinal y La Mesa.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Enfermedades rickettsiales

Un namero creciente de patologias rickettsiales se ha detectado en perros y humanos en las Gltimas
décadas (Torres & Otranto, 2016). Las rickettsias son pequefias bacterias Gram-negativas, que
generalmente se comportan como intracelulares obligadas y se transmiten por medio de
artropodos (Akgoz, Mukundan, & Lee, 2012).

Como se enuncia, algunas bacterias tienen un estilo de vida intracelular obligado, que
favorece su permanencia en vectores como las garrapatas y/o en uno o varios hospedadores
vertebrados, es asi como se puede encontrar en varias especies mamiferas y puede ser transmitida

por diferentes géneros de garrapatas (Breitschwerdt, 2007).

Cuando se habla de enfermedad “rickettsial” se refiere a la infeccion con organismos
pertenecientes al género Rickettsia. Anteriormente, se utilizaba este término para describir las
patologias causadas por organismos pertenecientes a la familia Rickettsiaceae, en la cual,
actualmente solo encontramos Rickettsia y Orientia, que son bacterias que viven libres en el
citoplasma o en el nucleo de las células huésped (Kidd & Breitschwerdt, 2011). Con base en
varios analisis de ARNr de choque térmico y de proteinas de superficie, se ha determinado una
nueva clasificacion de los géneros Anaplasma, Ehrlichia, Cowdria, Neorickettsia y Wolbachia
(Breitschwerdt, 2007), ver figura 1. Los autores Ciccuttin, Vidal y otros, en el afio 2014 elaboraron
un arbol filogenético con un analisis basado en la comparacidn de secuencias del gen groESL de
la familia Anaplasmataceae, evidenciandose en este trabajo que las secuencias obtenidas son
similares a las de regiones geograficas diferentes al municipio de Bahia Blanca en Argentina.
Adicionalmente concluyen la presencia de R. massiliae en garrapatas R. sanguineus en una

segunda zona en el mismo pais, y confirmaron la infeccion con A. platys en caninos (Figura 2).
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En la actualidad Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, pertenecen a la familia Anaplasmataceae
en el orden Rickettsiales, el cual incluye organismos intracelulares que residen dentro de las
vacuolas de las células hematopoyéticas como eritrocitos, monocitos, neutrofilos y plaquetas
(Kidd & Breitschwerdt, 2011).

Orden Familia Género

Ehrlichia

Anaplasmataceae
Neorickettsia

Rickettsiales Wolbachia

Orlentla

Rickettsiaceae <
Rickettsia

Figura 1. Organigrama donde se puede observar la clasificacion del orden Rickettsiales, la cual
se compone por bacterias Gram-negativas intracelulares obligadas. Figura realizada con base en
(Guillemi, Tomassone, & Farber, 2015)
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3.1.1. Ehrlichiosis canina

En la actualidad y gracias a los analisis genéticos que se han mencionado anteriormente,
el género Ehrlichia, esta ahora formado por E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris y E.
ruminatium. Adicionamente, Vargas y otros autores en el 2012, muestran la posicion filogenética
de una Ehrlichia canis encontrada en caninos de Colombia, basado en secuencias del gen 16S de
ARNTr (Figura 3). Por otro lado, E. risticii ha sido transferida al género Neorickettsia y E.equi

junto con E. phagocytophila son ahora Anaplasma phagocytophilum (Breitschwerdt, 2007).

EUS516386 Anaplasma platys RP (Brasil)

AY044161 Anaplasma platys (Japdn)

AY0T77621 Anaplasma platys Okinawa (Japon)

100 | AF478129 Anaplasma platys RDC (Rep. Dem. del Congo)

Anaplasma platys 103 Bahia Blanca «—
Anaplasma platys 17 Bahia Blanca «—
KC525895 Anaplasma platys 83 CABA (Argentina)

AF399916 Ehrlichia platys Lara (Venezuela)
r AF414866 Anaplasma centrale (Sudafrica)

a8 100 - AF414864 Anaplasma marginale (Uruguay)

EU552820 Anaplasma phagocytophilum Italy737 (ltalia)
JX092097 Anaplasma bovis (China)

AF195273 Ehrlichia ewingii (EEUU)
100 E U96731 Ehrlichia canis (EEUU)
61 JQ085941 Ehrlichia chaffeensis (Brasil)

U96732 Neorickettsia risticii

Figura 2. Arbol filogenético inferido por la comparacion de secuencias parciales del gen groESL
de la familia Anaplasmataceae (Cicuttin, Vidal, De Salvo, Beltran, & Gury, 2014).

La enfermedad fue identificada inicialmente por Donatien y Lestoquard en Argelia en
1935 (Harrus & Waner, 2011; Dahmania , y otros,, 2015). La ehrlichiosis en perros puede ser

causada por:

e Ehrlichia canis
e Ehrlichia chaffensis
e Ehrlichia ewingii

e Ehrlichia ruminatium (Breitschwerdt, 2007).
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E. canis es el primer agente que se describid en la ehrlichiosis canina y sigue siendo hoy
en dia un importante patdgeno en perros, siendo responsable de esta grave enfermedad que
amenaza la vida (Vargas , y otros,, 2012; Litle, 2010). Ademas de ser el primer agente causal de
la ehrlichiosis monocitica canina (EMC), comparandola con otras especies de Ehrlichia, la E.
canis provoca una enfermedad mas severa en los perros. En los Estados Unidos se reportd laEMC
por primera vez en 1963. En la actualidad, la enfermedad se distribuye ampliamente en todo el

mundo, en especial en las zonas tropicales y subtropicales (Rar & Golovljova, 2011).

E. chaffeensis es mas conocido como el agente de la ehrlichiosis monocitotropica
humana en el sur de los Estados Unidos, pero también afecta a los perros, produciendo una
enfermedad relativamente leve; sin embargo, cuando hay coinfeccion con otros agentes de

Ehrlichia, los perros pueden ser afectados méas gravemente (Litle, 2010).

E. ewingii fue descrita por primera vez en un perro con enfermedad febril en 1971, desde
entonces se sabe que es capaz de infectar y causar enfermedad en perros y personas (Litle, 2010).
Histdricamente las especies de Ehrlichia se designaron segin su tropismo celular (monocitos,

granulocitos y plaquetas) (Breitschwerdt, 2007).
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ERriChIa Canls (Brasaets
Ehrifchia canis Colombia 871

Ehrlichla canis human Venez(AF3736712)

Ehnrtichia canis Colombla 57

Ehriichia canis Colombla 49
37

Ehrlichia canis Colombia §0

41 Ehriichia chaffeensis (M73222)

Ehrlichia ewingii (AF497628)

e Ehrlichia raminantium (X61659)

Anaplasma phagocytophllum (LUJ0O2521)

Anaplasma platys (DQ401T045)

Anaplasma bovis (UO3775)

Anaplasma marginale (M60313)

Neorickettsia helminthoeca (AY5100294
77 Neorickettsia risticli (M21290)
|9
Neoricketisia sennetsw (M73225)
—
01

Bartonella henselae (EF209013)

Figura 3. Posicion filogenética de Ehrlichia canis basados en secuencias en 16S ARNr (Vargas ,
y otros,, 2012). Encontrada en caninos de Colombia.

3.1.1.1. Epidemiologia.

En Medellin (Antioquia) se realiz6 un estudio de seroprevalencia de Ehrlichia canis, en
perros con sospecha de infecciones transmitidas por garrapatas, desde el afio 2012 hasta el 2014;
esta investigacion se realiz6 por medio de analisis seroldgicos en blsqueda de anticuerpos,
encontrando que de las 781 muestras analizadas, los perros con mas resultados positivos fueron
mestizos con un 13,2%, siguiendo la raza french poodle con 11,3% y labradores con un 10,9%.
En este trabajo la seroprevalencia global de la infeccion fue de 24,8% (Cartagena, Rios, &

Cardona, 2015). El valor de la seroprevalencia concuerda con varias realizadas anteriormente,
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como en Monteria (Colombia) en el 2006, que fue del 27%, y otros paises como Israel, México,
Peru y Brasil entre 16,5% - 33.1% (Cartagena, Rios, & Cardona, 2015).

Debido a que es un porcentaje significativo, al analizar el anterior estudio se concluye,
la necesidad de intervenir esta enfermedad con diferentes medidas de salud publica, y revisar el
manejo que se le da en la clinica a estas infecciones, desde su diagnostico hasta su tratamiento y

control.

Los organismos de Ehrlichia son transmitidos a los mamiferos a través de las glandulas
salivales de las garrapatas (Ramsey, Gunn-More, & Shaw, 2012). Los caninos sirven como un
huésped reservorio clave para E. canis, asi como huésped de mantenimiento de la garrapata
Rhipicephalus sanguineus que es el vector primario de la E. canis (Figura 4). Los estados
inmaduros de R. sanguineus se infectan cuando se alimentan de un perro rickettsemico,
manteniendo la infeccidn en las diferentes etapas de la garrapata, y permitiendo la transmision de
la bacteria cuando este ectoparasito se alimenta de nuevo, ya sea como ninfa o como adulto (Litle,
2010). Sin embargo, curiosamente, E. canis puede ser transmitida también por Dermacentor
variabilis (Nicholson , y otros,, 2010) (Figura 5).

Figura 4. Rhipicephalus sanguineus, la garrapata marrén del perro, editado de (Little, 2010)
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Mientras que la naturaleza del ciclo de E. chaffeensis involucra al venado de cola blanca
como huésped reservorio primario y a la garrapata Amblyomma americanum como vector
primario, los perros adquieren el patdgeno cuando una ninfa o adulto de A. americanum infectada
se alimenta de ellos, por esto es comin la enfermedad en los caninos que viven o andan de paso
en zonas con altas poblaciones de A. americanum (Figura 6) (Litle, 2010). Sin embargo, los perros
pueden ser infectados también de E. chaffeensis por medio de D. viriabilis y por R. sanguineus
(Litle, 2010; Nicholson , y otros, 2010).

La infeccion por Ehrlichia spp puede ocurrir también por inoculacion de sangre
contaminada, ya que los organismos sobreviven y siguen siendo infecciosos en sangre entera
refrigerada, lo que sugiere la infeccion por transfusiones de sangre o agujas contaminadas, aunque

seria muy poco comun (Litle, 2010).

Figura 5. Dermacentor variabilis, garrapata americana del perro (Blagburn & Dryden, 2009).
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Segun Susan Little en el 2010, las garrapatas que son vectores de Ehrlichia spp (R.
sanguineus, A. americanum y D. virabilis) son mas activos en primavera y verano en paises de

estaciones, por lo tanto, en estas épocas se ven mas perros infectados con Ehrlichia spp.

En Colombia, debido a los cambios climaticos que se han venido manifestando con
aumentos de temperatura desde los afios sesenta (con mas significancia desde los afios 80 — 90),
aumentos historicos de temperaturas medias, maximas y minimas en la primera década del siglo
XXI, y la reduccion de las precipitaciones, se puede pensar que es un factor que predispone a la
variacion y aumento de la distribucion geografica de garrapatas y su picadura (Acero, Calixto, &
Prieto, 2011). Por lo tanto, en la actualidad, se ha vuelto un problema de salud publica, ya que se
puede decir que no solo se establecen las garrapatas en los lugares donde histéricamente lo hacian,
sino también donde habitualmente no habia, siendo un vector de zoonosis virales, parasitarias y

bacterianas en las comunidades humanas.

3.1.1.2. Patogeniay signos clinicos.

En caninos se han identificado especies de Ehrlichia especificas parasitando monocitos,
granulocitos y plaquetas (Ramsey et al., 2012). Los organismos del género Ehrlichia, son un
grupo de bacterias patdgenas intracelulares que viven en vacuolas en racimo o mérulas (Figura 7)
dentro de las células hematopoyéticas (Kidd y Breitschwerdt, 2011). Estas bacterias presentan la
particularidad de ser capaces de replicarse dentro de los dos anfitriones, es decir, dentro del
huésped mamifero y en el vector, ademas de desarrollar estrategias para persistir y luego infectar

a sus huéspedes naturales (Moumene & Meyer, 2016).

El curso de esta enfermedad puede ser de tres formas: aguda, subclinica y cronica
(Ramsey , y otros,, 2012; Carmo, y otros, 2015). En un estudio en el 2011, Kidd y Breitschewerd,
determinaron un aumento en la susceptibilidad del pastor aleman a la infeccion de Ehrlichia y que
la variabilidad en la manifestacion de la enfermedad clinica es probablemente causada por
diferentes cepas de E. canis, la presencia de agentes coinfectantes, el estado inmune del canino y

factores genéticos del huésped.
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Existen varias etapas en el proceso de invasion de E. canis en las células huésped
(Harrus, 2015):

e Adhesion.

e Internalizacion.

e Proliferacion intracelular.
e EXocitosis.

e Propagacion intercelular.

La garrapata adulta ataca
un tercer hospedador para
alimentarse y aparearse

La ninfa muda a adulto luego de
dejar el segundo hospedador

Las hembras adultas
dejan al hospedador
para poner sus

huevos

Los huevos

eclosnonan para

darlarvas de 6
/ patas

0 Lalarva ataca y se alimenta del

Lalarva muda a ninfa luego de primer hospedador y posiblemente
dejar al primer hospedador e adquiere E. chaffeensis

5 T

JLa ninfa ataca y se alimenta \
de un segundo hospedador

y posiblemente adquiere E.
chaffeensis

Figura 6. Etapas de A. americanum, vector principal de E. chaffeensis se alimenta de ciervos como
huésped preferido. La infeccion de E. chaffeensis se adquiere durante la alimentacién de larvas o
ninfas de A. americanum y posteriormente es transmitida durante la alimentacion de ninfas o

adultos (modificado de: Nicholson , y otros,, 2010).
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Varias proteinas externas de membrana de E. canis, incluyendo la glicoproteina GP19,
GP36 y GP140, estan asociadas con la adherencia e internalizacién en la célula huésped (Harrus,
2015), ademaés el aporte de calcio y hierro en el citoesqueleto de actina parece participar en el
proceso de difusion intercelular de la bacteria (Alves y otros, 2014)

Después de la transmision hay un periodo de incubacion de 8 a 20 dias, el cual, se
produce antes de que aparezcan los signos clinicos (Kidd y Breitschwerdt, 2011; Ramsey y otros,
2012). Puede existir una infeccién subclinica, la cual es comdn y puede persistir por muchos afios
(estos animales son asintomaticos). “Si no aparece una respuesta inmune efectiva, se desarrolla
ehrlichiosis crénica, y esta se asocia con una lesion grave de la médula 6sea en animales sensibles”
(Ramsey y otros, 2012). La fase aguda de la enfermedad dura de 2 a 4 semanas (Kidd y
Breitschwerdt, 2011) y los animales con esta fase pueden presentar anorexia, letargo, fiebre,
linfadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia, pérdida de peso, hematomas, hemorragias
petequiales, trastornos cardio respiratorios, congestion de la esclerética, descarga oculonasal,
trombocitopenia y leucopenia seguia de leucocitosis (Carmo, y otros, 2015; Kidd &
Breitschwerdt, 2011).

Varias especies de Ehrlichia pueden infectar células mononucleares asi como lo hacen
E. canis, E. chaffeensis y E. risticii (actualmente Neorickettsia) (Breitschwerdt, 2007) y otras
especies como la E. ewingii y la que anteriormente se conocia como E. phagocytophilia (Bird,
2011), que ahora es Anaplasma phagocytophilum (Breitschwerdt, 2007), pueden infectar los
granulocitos; por ultimo, las plaquetas pueden ser infectadas por E. platys o raramente E.
chaffeensis (Bird, 2011).
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Figura 7. Morula de E. ewingii en el citoplasma de un neutrofilo en la sangre de un perro
infectado. Modificado de (Harvey, 2012a).

La hematologia de estos caninos comunmente revela una trombocitopenia y una anemia
no regenerativa. La infeccion con Ehrlichia, en especial E. canis a menudo conduce a un aumento
del consumo de plaquetas y una disminucion de la supervivencia de plaquetas por vasculitis y
mecanismos inmunes, pudiendo ocasionar asi epistaxis, hemorragia gingival, hemorragia
retiniana, melena, petequias, equimosis y sangrado prolongado en los sitios de incision quirdrgica

o0 de venopuncion (Bird, 2011).

En un estudio en el 2015, Carmo en colaboracion con otros autores, concluyen que los
perros infectados naturalmente por E. canis mostraron dos fases de la enfermedad. Donde los
perros con enfermedad aguda mostraron una disminucién del hematocrito en comparacion a los
que presentaron una forma subclinica de la infeccion. Adicionalmente sefialan como dato de
interés que mas del 40% de los perros que tenian una fase aguda de la patologia tenian garrapatas

en el momento del estudio.

Las cepas mas patdgenas de E. canis parasitan linfocitos y monocitos (Figura 8), mientras

que las cepas menos fuertes se multiplican en eosindfilos (Storz, 1990). Adicionalmente Storz en
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1990, afirma que las infecciones en los perros producidas por E. canis se caracterizan por un largo
curso de fiebres recurrentes, secrecion nasal, tendencias al sangrado, depresion y pérdida de peso.
Otro signo de la E. canis es que disminuye la produccion de plaquetas, aunque hay también una
destruccion de plaquetas mediada por el sistema inmune, lo que contribuye a la trombocitopenia
en la ehrlichiosis (Harvey, 2012b). También se puede encontrar disfuncion plaquetaria que causa
petequias (Figura 9) y epistaxia (Figura 10) marcadas, asi como leucopenia y anemia variable
(Ramsey , y otros,, 2012). En marzo del 2016, Bottari junto con otros autores, mencionan dentro
de los resultados de su estudio, que fue posible observar que animales con fase aguda de
ehrlichiosis monocitotrépica canina, tuvieron una disminucion significativa en los eritrocitos,
hematocrito, hemoglobina y plaquetas, en comparacion con animales sanos. Adicionalmente, no
observaron diferencias significativas entre los caninos con enfermedad subclinica y los sanos
(Bottari, , y otros,, 2016). Adicionalmente Harrus afirma en el 2015, que el estado agudo vy el
subclinico de la ehrlichiosis monocitica canina son curables si se tratan adecuadamente, mientras

que el estado cronico generalmente no tiene cura y su pronostico es grave.

En la ehrlichiosis monocitica y granulocitica, normalmente se encuentran signos no
especificos de enfermedad como fiebre, anorexia, linfadenomegalia, descarga oculonasal, uveitis,
y signos del sistema nervioso central (convulsiones, estupor) (Ramsey y otros, 2012). Las lesiones
oftalmoldgicas son comunes incluyendo dentro de ellas uveitis anterior, coriorretinitis,
papiledema, hemorragia retiniana, presencia de infiltrados perivasculares de la retina y

desprendimiento de la retina (Harrus y Waner, 2011).
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Figura 8. Morula de E. canis en el citoplasma de un monocito canino. Modificado de (Harvey,
2012a).

Figura 9. Petequias numerosas en parte ventral del abdomen debidas a una trombocitopenia.

Tomado de www.ortocanis.com
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La ehrlichiosis granulocitica, causada por la E. ewingii, que infecta los neutréfilos y
raramente los eosinofilos, puede presentarse con poliartritis neutrofilica, mostrando signos como,
cojera, inflamacion articular y edema de las extremidades, siendo estos signos muy marcados.
Adicionalmente, la infeccion crénica por E. canis, causa pancitopenia debido a la hipocelularidad
de la médula 6sea (Harrus, 2015). La aparicion de los signos puede desencadenarse por
enfermedades concurrentes como la leishmaniosis, la babesiosis u otras infecciones transmitidas

por garrapatas (Bird, 2011; Ramsey, y otros, 2012).

3.1.1.3. Diagnéstico.

El diagndstico de la ehrlichiosis inicia observando signos clinicos compatibles en un
animal que dentro de la anamnesis incluya viajes a zonas endémicas de garrapatas o con presencia
de éstas en el canino; adicionalmente, se puede confirmar la identificacion de las morulas de
Ehrlichia spp en los leucocitos o plaguetas en las extensiones de la capa blanca concentrada o de
sangre de los capilares del canino; estas morulas se pueden observar generalmente en las
infecciones agudas (Kidd y Breitschwerdt, 2011). Estos microorganismos pueden ser facilmente
confundidos con otros, como Anaplasma spp, en un extendido sanguineo debido a su similitud
(Figura 7, 8 y 12). Sin embargo, este tipo de diagnostico no garantiza su identificacion, debido a
que la presencia de estas morulas es transitoria y la sensibilidad de esta prueba es muy baja, ya
que depende de la experiencia del clinico o técnico que la realiza y otras variables, como el
momento y lugar anatébmico del que es tomada la muestra. Los aspirados de tejido del bazo,
pulmoén o nédulos linfaticos, pueden usarse también para la identificacion de esta Rickettsia
(Ramsey et al.,2012).

El diagndstico de la enfermedad se confirma generalmente usando la deteccion de
anticuerpos y normalmente se lleva a cabo utilizando la prueba de anticuerpos de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) (en la préactica clinica se conoce como test rapido de
inmunocromatografia detectéra de anticuerpos); actualmente se encuentra el diagndstico

molecular por PCR (Waner, Harrus, Jongejan, Bark, Keysary y Cornelisen, 2001; Tanikawa, y
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otros, 2013)). Estas pruebas IFA estan ampliamente disponibles a través de los laboratorios de
diagnostico y comunmente se encuentran reacciones cruzadas entre E. canis y A.
phagocytophilum (Little, 2010).

Se puede concluir que el médico veterinario debe sospechar de la ehrlichiosis monocitica
canina, cuando hay una anamnesis compatible (animales que viajan a zonas endémicas 0 que
hayan sido expuestos a las garrapatas), que tenga signos clinicos tipicos (mencionados
anteriormente), caracteristicas hematologicas claras de la enfermedad. Adicionalmente hay
técnicas de diagnostico tradicionales (hematologia, citologia, serologia y aislamiento), que son
herramientas de diagnostico valiosas para la ehrlichiosis monocitica canina; sin embargo, un

diagnostico definitivo de E. canis requiere de técnicas moleculares (Harrus y Waner, 2011).

3.1.1.4. Tratamiento.

Se basa en apoyo del animal con fluidoterapia, e incluso trasfusién sanguinea de ser
necesario. Adicionalmente se puede implementar terapia con glucocorticoides, en los casos en los
que hay artritis inmunomediadas. Varios medicamentos incluyendo las tetraciclinas (como,
clortetraciclina, oxitetraciclina, minociclina, doxiciclina), macrélidos (azitromicina),
fluoroquinolonas (enrofloxacina), cloranfenicol, rifampicina, dipropionato de imidocarb, han sido
investigados como agentes quimioterapéuticos contra E. canis. Con la excepciéon de las
tetraciclinas y el cloranfenicol, estos agentes han dado muy malos resultados. (Harrus, 2015).

El tratamiento méas recomendado es el uso de doxiciclina como antibiotico; otro
medicamento que se recomienda para tratar este tipo de infecciones es el imidocarb (Ramsey,
Gunn-More, & Shaw, 2012). En un estudio en el que se trataron con doxiciclina con dosis de
10mg/kg a 20 caninos enfermos con ehrlichiosis monocitica canina y 12 perros sanos, se demostré
que el tratamiento con doxiciclina dio como resultado un aumento del recuento de plaquetas y
eritrocitos en los perros enfermos, mientras el aumento en el conteo de eritrocitos y aumento de
la concentracion de hemoglobina no se produjo en perros sanos, lo cual sugiere que este efecto
esta directamente relacionado con el efecto antimicrobiano de la doxiciclina sobre la E. canis; sin

embargo el recuento de plaquetas, la hemoglobina corpuscular media y la concentracion media
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de hemoglobina corpuscular, aumento progresivamente tanto en perros enfermos como en perros
sanos luego de la administracion de doxiciclina, lo cual sugiere un efecto especifico de esta
tetraciclina sobre la proliferacion de plaquetas y en la concentracién de la hemoglobina
corpuscular (Villaescusa, Garcia, Rodriguez , Tesouro, & Sainz, 2015). En algunos animales se
necesita tratamiento de apoyo, como sueroterapia, transfusiones sanguineas, vitaminas y
esteroides anabdlicos, sobre todo caninos con condicion corporal pobre y con deficiencias

nutricionales debido a la anorexia o disorexia (Breitschwerdt, 2007).

Figura 10. Perro con severa epistaxis causada por infeccién de E. canis. (Little, 2010)
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3.1.2.  Anaplasma.

Ehrlichia phagocitophila y E. equi son llamadas actualmente como Anaplasma
phagocytophilum que es una bacteria granulocitica, fue descrita por primera vez en 1940
(Woldehiwet, 2010). Los perros pueden ser infectados tanto con A. phagocytophilum como con
A. platys, siendo los primeros informes de A. phagocytophilum en perros en California a principios
de 1980. A. platys fue descrita en perros inicialmente en Estados Unidos en 1978 y desde entonces
ha sido reconocida mundialmente (Litle, 2010; Woldehiwet, 2010). Uno de los estudios sobre
Anaplasma indica que las variantes de A. phagocytophilum que infectan a los rumiantes en Europa
podrian ser diferentes a las variantes que infectan perros, caballos y seres humanos (de la Fuente,
y otros, 2005 citado en (Woldehiwet, 2010)). Las enfermedades causadas por A. phagocytophilum
incluyen la anaplasmosis humana granulocitica, anaplasmosis granulocitica equina y canina,
ademas de la fiebre transmitida por garrapatas en rumiantes (de la Fuente, Estrada, Cabezas , y
Kocan, 2015). A. platys era anteriormente conocida como E. platys, esta bacteria infecta las
plaquetas y es el agente causal de la trombocitopenia ciclica canina (CCT) y también se ha
identificado en gatos, zorros y en seres humanos (Almazén, y otros, 2015).

3.1.2.1. Epidemiologia.

Al parecer A. phagocytophilum puede variar sus huéspedes segun la region geogréafica
en donde se encuentre, ademas la gravedad y la incidencia parecen variar también dependiendo

de su cepa o variante (de la Fuente, Estrada, Cabezas , & Kocan, 2015).

El ciclo de infeccién de A. phagocytophilum depende de reservorios vertebrados
infectados y del vector, en este caso garrapatas del género Ixodes (Figura 11). Esta bacteria,
inicialmente afecta las células del intestino medio de las garrapatas y posteriormente se desarrolla
en sus glandulas salivales para la transmision a huéspedes susceptibles durante su alimentacion.
Cuando ha infectado al huésped, A. phagocytophilum infecta las células granulociticas,
principalmente neutréfilos (de la Fuente, y otros, 2015). Mientras el vector de A. platys parece ser

R. sanguineus, sin embargo, no esta claro ain (Almazan, y otros, 2015). Los seres humanos se
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consideran huéspedes accidentales y su infeccion se denomina anaplasmosis granulocitica

humana, es por esta razdn que tiene importancia zoonotica (Lee, y otros, 2016).

La garrapata adulta ataca un tercer
hospedador pam alimentarse y
aparearse

La ninfa muda a adulto Iuego de /

dejar al segundo hospedadol

~

Las hembras adultas

o dejan al hospedador"
/ \ para poner sus huevos | *
La ninfa ataca y se aliment ) B2 TR ‘
de un segundo hospedador y ]
posiblemente adquiere A. *‘ o

phagocytophium ' eclosionan para dar

larvas de 6 patas
La larva muda a ninfa luego de

é La larva ataca y se alimenta del

dejar al primer hospedador primer hospedador y posiblemente
. adquiere A. phagocytophilum

Figura 11. Ciclo de transmision de A. phagocytophilum. El patégeno se adquiere de roedores

sigmodontinos u otros reservorios durante la alimentacion de larvas o ninfas de garrapatas Ixodes

spp y se transmiten en las tomas posteriores de ninfa o adultos. Modificado de (Nicholson, y otros,

2010).
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3.1.2.2. Patogeniay signos clinicos.

Las primeras etapas de la enfermedad no estan bien descritas aun, por ejemplo, la forma
en la que se reproducen las bacterias luego de entrar por la dermis durante la picadura de la
garrapata, y lo que sucede antes del periodo de bacteremia (comienza 4 a 7 dias después del
ingreso de la bacteria al organismo).

Durante el periodo de bacteremia las principales células blanco de A. phagocytophilum
son los eosinofilos, neutréfilos y monocitos, siendo estos ltimos infectados en la etapa final de
la bacteremia inicial y los predominantes en fases tardias de bacteremia (Woldehiwet, 2010).

El A. phagocytophilum se desarrolla dentro de las inclusiones de membrana en el
citoplasma de la célula huésped (figura 14). Su adaptacion para infectar a un diverso grupo de
garrapatas y de huéspedes depende de varias estrategias (Figura 14), como remodelacion del
citoesqueleto, inhibicion de apoptosis de las células, y manipulacion de la respuesta inmune por
medio de proteinas rickettsiales implicadas en la infeccién, entre otras (de la Fuente, y otros,
2015).

La remodelacion del citoesqueleto se efectla a través de la reorganizacién de la actina o
aumento de la cantidad de espectrina. A. phagocytophilum, ademas, inhibe la apoptosis a través
de mecanismos como la activacién de transductores de janus quinasas/activadores de sefial de
transduccion (JAK/STAT) (de la Fuente, y otros, 2015).

De los principales efectos de la infeccion con A. phagocytophilum en perros son
leucopenia y trombocitopenia (Woldehiwet, 2010). Los signos clinicos en la infeccion con A.
phagocytophilum son muy similares a los de Ehrlichia, temperatura mayor de 39°C, anorexia,
depresion, letargo, esplenomegalia, puede haber en algunos casos claudicacion debido a
poliartritis, diarrea, y signos neuroldgicos (Little, 2010). “Cambios adicionales reportados
incluyen Linfopenia, anemia leve, que puede ser o no regenerativa, hiperglobulinemia,

hipoalbuminemia y aumento de fosfatasa alcalina” (Little, 2010).

La anaplasmosis causada por A. platys introduce una trombocitopenia recurrente que

aumenta y disminuye en ciclos aproximados de 10 a 14 dias durante la infeccion aguda; también
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se han reportado tendencias hemorragicas y uveitis anterior bilateral (Breitschwerdt, 2007). Hay
reportes que indican que las cepas en Espafia y en Chile suelen ser mas patdgenas que en Norte
América. La enfermedad es mas comun en perros que ademas se han infectado con otros agentes
transmitidos por garrapatas como E. canis. Algunos trabajos demostraron que la coinfeccion de
A. platys y E. canis produce una anemia y trombocitopenia mas severas que la infeccion solo por
uno de los agentes (Little, 2010). A. platys causa la trombocitopenia ciclica canina, y se replica

unicamente en las plaquetas (Breitschwerdt, 2007).

3.1.2.3. Diagnéstico.

Se puede observar al microscopio Anaplasma phagocytophilum en vacuolas
citoplasmaticas, conteniendo multiples bacterias basofilicas cocoides a elipsoides (Figura 12),;
estos microorganismos son mas oscuros que los corpusculos de Dohle (que indican cambios
toXicos) y su presencia en grupo ayuda a diferenciar este de otros microorganismos (Dolz, y otros,
2013).

Figura 12. Anaplasma phagocytophilum en un perro de montafia Bernés de 5 afios de edad.

Recuperado de (Vetpraxis, 2010).
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Tanto Anaplasma y Ehrlichia pueden infectar a los neutréfilos y eosinéfilos y tienen
caracteristicas morfoldgicas similares; el diagnostico molecular por reaccion en cadena de
polimerasa PCR y andlisis de secuencias de genes son necesarios para diferenciar estos dos
microorganismos (Dolz, y otros, 2013).

Para obtener informacion sobre la exposicion a a. phagocytophilum, ya sea pasada o
presente, se realizan andlisis seroldgicos; los resultados deben ser interpretados con precaucion
ya que no necesariamente esta presente el patdgeno, si los resultados de serologia son positivos
(Lee, y otros, 2016).

En un estudio en el que analizaron las proteinas séricas, los complejos inmunes y
proteinuria en perros naturalmente infectados con A. phagocytophilum, encontraron que la
trombocitopenia es una de las caracteristicas de la anaplasmosis aguda, mostrando una asociacion
estadisticamente significativa entre la trombocitopenia y la hipoalbuminemia, la hipo-al-

globulinemiay la hipergammaglobulinemia (Figura 13) (Ravnik, Premrov, Lusa, & Tozon, 2014).
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Figura 13. Correlacion entre la trombocitopenia y la hipoalbuminemia, hipo-al-globulinaemia y
hipergammaglobulinemia. Donde PLT son las plaquetas; ALB, es la albimina; Alfa 1, alfa-1-
globulinas; gamma, gamma-globulinas y P, el valor de probabilidad. Tomado de (Ravnik, y otros,
2014)
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vertebrados y en garrapatas. Tomado de (Litle, 2010).

3.1.2.4. Tratamiento.

Asi como ocurre en la ehrlichiosis, en la anaplasmosis, el tratamiento de eleccion es la

doxiciclina. Las fluoroquinolonas incluyendo la enrofloxacina, no son eficaces para Ehrlichia spp,

pero si puede tener eficacia contra A.

utilizada con éxito para tratamiento de

phagocytophilum. La rifampicina por otro lado, ha sido

infecciones con A. phagocytophilum en personas (Little,

2010). Hay poca informacion especifica sobre tratamiento contra anaplasmosis en caninos, sin

embargo, en junio del 2015 Bakken y Dumler, en su articulo “Human Granulocytic

Anaplasmosis”, afirman que hay investigaciones que indican que A. phagocytophilum es sensible

a las tetraciclinas. En especial la doxiciclina, es el antibiético que méas se utiliza para esta
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patologia, se usa dosis de 5mg/kg, cada 12 horas durante 2 semanas en caninos, mostrando una
mejoria clinica a las 24 a 48 horas de comenzar el tratamiento (Carrade, Foley, Borjesson, &
Sykes, 2009).

3.1.3. Fiebre exantematica de las montafas rocosas.

Su agente causal es Rickettsia rickettsii. Es transmitida también por garrapatas y es
contagiada a caninos, humanos y otros vertebrados. Las alteraciones clinicas asociadas a esta
enfermedad comprenden fiebre, anorexia, depresion, secrecion ocular mucopurulenta, hiperemia
de la esclerética, taquipnea, tos, vomito, diarrea, dolor muscular, poliartritis neutréfila y un
diverso grupo de signos neuroldgicos, como hiperestesia, ataxia, signos vestibulares, estupor,
convulsiones y coma (Breitschwerdt, 2007). La infeccidn con R. rickettsii causa una enfermedad

extremadamente grave y potencialmente mortal en seres humanos y caninos.
3.1.3.1. Epidemiologia.

Su principal vector es la garrapata Dermacentor spp, la cual adquiere la R. rickettsii
cuando se alimenta de roedores. En América del Sur la infeccidn se adquiere por D. cajennense,

la cual, ha sido implicada en la transmisién a seres humanos y caninos (Nicholson , y otros,, 2010).

El ciclo natural de R. rickettsii se mantiene en poblaciones de garrapatas persistentemente
infectadas y reservorios pequefios como roedores. La infeccidn transovarica de hembras garrapata
infectadas a los huevos y la transmisién durante el apareamiento en adultos, puede mantener la
infeccion en la poblacion sin alimentarse de algun animal infectado. La enfermedad ha sido
reportada ademas en seres humanos en todo el continente (América del norte, Centro Ameérica y

América del Sur) (Nicholson, y otros, 2010).
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3.1.3.2. Patogeniay signos clinicos.

La incubacion dura de 2 a 14 dias luego de la inoculacion de la bacteria. Generalmente
los signos comienzan 4 a 5 dias después de la picadura de la garrapata infectada, con temperaturas
corporales altas, desde 39,2°C a 40,5°C, adicionalmente se pueden presentar petequias y
equimosis en mucosas orales, oculares y genitales. También puede haber hemorragias retinianas
focales. Hay otros signos que pueden aparecer como edemas en las extremidades, en labios,
pabellones auriculares, prepucio y escroto. En fases tardias de la enfermedad o durante la
recuperacion, puede producirse necrosis de las extremidades en los caninos (Warner & Marsh,
2002).

3.1.3.3. Diagnéstico.

Los ensayos seroldgicos son las pruebas diagnosticas mas disponibles, sin embargo, hay
una considerable reactividad cruzada entre las diferentes rickettsias, y para evitar el retraso del
inicio del tratamiento, el diagndstico provisional puede hacerse sobre la base de la compatibilidad
clinica, la historia, la presencia de garrapatas en el animal y los indicadores epidemioldgicos tanto
regionales como del pais. Un Unico titulo elevado de IgM en un canino clinicamente compatible
puede ser suficiente para su comprobacion. Sin embargo, si se esta detectando IgG canina por
Rickettsia spp, se debe tener en cuenta que esta puede persistir hasta por 10 meses, es decir, que
la deteccidn de IgG por si sola no puede ser clinicamente relevante (Fritz, 2009). Por otro lado,
los hallazgos de laboratorio clinico anormales, pueden incluir: hipoalbuminemia, leucocitosis

moderada y trombocitopenia (Warner & Marsh, 2002).
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3.2. Garrapatas.

En Colombia, se han realizado varias investigaciones que estudian la prevalencia de
garrapatas en el pais y la variacion y distribicion geografica de las garrapatas debido al cambio
climatico. Cerca de Bogota se ha documentado la presencia de Amblyoma cajennense,
Riphicephalus sanguineus y Anocentor nitens con prevalencia de Eherlichia spp y Rickettsia spp
en caninos y equinos (Acero, Calixto, & Prieto, 2011).

En un estudio realizado en el 2015 por Almazéan junto con otros autores, se concluyé que
entre el 20% y 59% de los perros que asistian a clinicas en el centro y noreste de México estaban
infestadas con R. sanguineus, por lo que creen que este puede ser el vector de E. canis y A. platys

en estas regiones (tropicales y subtropicales) (Almazéan, y otros, 2015).

Las garrapatas son artropodos que con otros invertebrados como insectos, arafias, acaros
y crustaceos pertenecen al Phylum Arthropoda, que se divide en dos subphylum: Mandibulata y
Chelicerata (Faccioli, 2011). Las garrapatas, pertenecen a la clase Arachnida dentro del
subphylum Chelicerata (Fritz, 2009; Faccioli, 2011). La clase agrupa al Orden Acari y dentro de
éste al suborden Ixodida al que pertenecen las garrapatas, que se diferencian de los demas acaros
en que presentan hipostoma dentado y una estructura quimiorreceptora en el primer par de patas
denominada 6rgano de Haller (Faccioli, 2011). Son ectoparasitos hematdfagos obligados de
practicamente todos los vertebrados terrestres (principalmente mamiferos) aves, reptiles y algunos
anfibios (Cortez, 2011). Las garrapatas tienen cabeza y torax fusionados, carecen de antenas y
tienen cuatro pares de patas al igual que las arafias y escorpiones, excepto las larvas que en vez

de cuatro poseen tres pares de patas (Faccioli, 2011).

Las garrapatas son de vida libre, pero como se menciona previamente, necesitan
alimentarse de sangre durante al menos una etapa de la vida. Las garrapatas "blandas™ (familia:
Argasidae) se fijan al hospedador alimentandose completamente en pocos minutos, ya que se
separan rapidamente. Las garrapatas "duras” (familia: Ixodidae) tienen alimentacion prolongada,

permaneciendo pegada hasta durante varios dias antes de llegar a su saciedad (Fritz,
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2009). Adicionalmente, es relevante conocer los tamafios caracteristicos de algunas garrapatas en

algunas etapas de la vida, ya que esto puede ayudar a identificar el tipo de garrapata. (Figura 14).

El ciclo de vida de las garrapatas incluye cuatro estados: huevo, larva, ninfa y adulto, las
garrapatas del género ixodidae solamente presentan una fase de ninfa, mientras las garrapatas
argasidae tienen dos 0 més etapas de ninfa (Cortez, 2011). Después de la eclosion de los huevos,
la garrapata debe alimentarse de sangre en cada etapa para sobrevivir, pudiendo durar algunas
hasta 3 afios de vida para completar su ciclo de vida (Figura 15) ((CDC) Center of Disease Control

and prevention, 2015).

1pPuLGADA
e — Garrapata de patas negras
(Ixodes scapularis)

Hembra Macho
Adulta Adulto
Garrapata de la estrella solitaria
(Amblyoma americanum)

.

Ninfa Larva

Garrapata del perro

(Dermacentor variabilis)

‘m
|||\|||||||||||

Figura 15. Tamafo relativo de garrapatas segun su estado. Modificado de ((CDC) Center of

Disease Control and prevention, 2015).
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Figura 16. Ciclo de vida de las garrapatas. Tomado de (Frontline, s.f.).

Al alimentarse de varios hospedadores, permiten la transmision de agentes patdgenos
sanguineos de un huésped a otro,por lo tanto, el riesgo de transmisién de enfermedades se
determina por la prevalencia de garrapatas infectadas (Fritz, 2009), ya que éstas transmiten
patdgenos a través del proceso de alimentacion por medio de la saliva ((CDC) Center of Disease
Control and prevention, 2015).

3.3. PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa) Y Serologia (técnica de ELISA e

Inmunofluorescencia indirecta I1FA)

El objetivo de esta técnica, es sintetizar muchas veces un pedazo o fragmento de ADN
usando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que ésta proviene de
la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C). Cuando se realiza una

reaccién de PCR, se simula lo que sucede en una célula al sintetizar el ADN, mezclando lo
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necesario para hacerlo en un tubo: la polimerasa, el ADN del organismo que se quiere estudiar
(donde se encuentra el fragmento que se quiere sintetizar), los oligonucledtidos (que también se
conocen como primers, iniciadores o cebadores) que son necesarios para iniciar la transcripcion,
dinucledtidos, y unas condiciones especiales para que las enzimas puedan trabajar adecuadamente
como lo son: pH, cierta cantidad de magnesio, otras sales y reactivos dependiendo de la
polimerasa que se use (Espinosa, 2007).
Las etapas de la PCR son:
e Desnaturalizacion del ADN (Figura 17).
e Hibridacion de los Primers a una zona especifica de cada una de las hebras de ADN (Figura
18).
e Extension del cebador por actuacion del ADN polimerasa. (Figura 19) (Cortazar & Silva ,
2004).

1 minuto a 94*C

‘ ﬂhﬂ' qﬂ'ﬂ.“ A, Paso 1: Demwﬁac‘nié

T T Ty Yo i x

Figura 17. En esta primera etapa la doble hélice de ADN se separa en dos hebras. Esto se hace
realizando una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93°C a 97°C). Tomado de

https://www.frro.utn.edu.ar.
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45 seqgundos a 54 *C

Figura 18. En el segundo paso que es la hibridacion, los cebadores se unen a las zonas 3
complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Esto se realiza gracias a
la bajada de temperatura (50°C a 65°C). Tomado de https://www.frro.utn.edu.ar.

da -y
| | > 'Al, N e | % ¥ 4 / 2 minutos a 72 *C
solo dNTPs

Figura 19. Tercera etapa, Elongacion. Se produce la sintesis de una cadena sencilla en la
direccion de 5"a 3"’mediante la enzima de ADN polimerasa. La cual incorpora los
desoxinucle6tidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde. Tomado de

https://www.frro.utn.edu.ar.

Como cada regidn sintetizada sirve como base para sintetizar otras en el siguiente ciclo,
el nimero de copias aumentara de forma exponencial (Figura 20). Es decir, que con una sola
molécula de ADN en el ciclo 1 se producen 2! = 2 nuevos fragmentos, en el ciclo 2 seran 22, esto
significa que se sintetizan 4 fragmentos nuevos y asi sucesivamente, hasta lograr por ejemplo con

35 ciclos que produciran 21 + 22 ...+ 234 + 235 = 236 fragmentos nuevos (Espinosa, 2007).
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Figura 20. Reaccion de PCR en la que los fragmentos se amplifican de forma exponencial.
Tomado de (Espinosa, 2007; Sellon, 2003).

La prueba de ELISA es un ensayo que permite cuantificar una proteina en una mezcla
mediante el uso de un anticuerpo y un antigeno. Su fundamento es la unién de anticuerpo y
antigeno, asi que un resultado positivo indica que el anticuerpo estd presente porque esta

cumpliendo su funcion, y por lo tanto el canino ha contraido una enfermedad determinada.

En la Ehrlichia canis, los titulos elevados de anticuerpos se pueden observar tras la
exposicion al agente durante las tres fases de la enfermedad (aguda, subclinica y crénica) incluso
luego del tratamiento (Paulino , 2011). Hay una serie de eventos y de periodos éptimos para
recoger las muestras para el diagndstico seroldgico de enfermedades rickettsiales; por ejemplo,
en el inicio, cuando la garrapata se alimenta, hay un “periodo de gracia” antes de que el patogeno
se transfiera al huésped mamifero (Figura 21), que en el caso de estas patologias es de 4 a 48
horas. Luego de la infeccion hay un periodo de tiempo variable antes de que aparezcan los signos
clinicos, en este momento las pruebas diagndsticas mas fiables pueden ser el cultivo bacteriano,
la visualizacion directa de las morulas, y el andlisis molecular (Nicholson, Allen, McQuiston,
Breitschwerdt, & Poco, 2010). En cuanto al cultivo bacteriano, se realiza en pocos centros

diagnosticos a nivel mundial, ya que es necesario un laboratorio con un nivel minimo de seguridad
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de tipo 3. Siendo la linea celular mas adecuada para el cultivo de A. phagocytophilum las células

promielociticas leucémicas HL-60 (Anda, y otros, 2007); por lo tanto, esta técnica no es muy

comun y tampoco es muy practica para nuestra cotidianidad.

Alimentac it Transmisitn

de la de la

gaTapatd  jnfeccidn

Inicio de ks
signos clinicos

Periodo i
de Ignm:i 1 m;;' Sintomdrtico Convalecencia ”
(4-48 hr} 321 bias ) (Aproximadamente 1 mes) (Més de 30 dias)
Deteccién por cultive

Recogida de
muestras para Deteccion por PCR
prucbas de
laborateorio

Deteccidn por serologia s

Figura 21. Momento idéneo para utilizacion de serologia en la deteccion de infecciones
rickettsiales. Tomado de (Nicholson, Allen, McQuiston, Breitschwerdt, & Poco, 2010).

La serologia es atil en un momento mas tardio, cuando ya se han producido los

anticuerpos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que esta prueba, en fases iniciales de la

infeccion aguda y en animales moribundos se pueden encontrar titulos negativos, en el inicio por

el reducido tiempo para la produccién de una respuesta humoral, y en la etapa final debido a

agotamiento de la produccion de anticuerpos (Cohn, 2003). La ELISA y la IFA segun varios

autores, tienen una sensibilidad igual o superior al 71% y una especificidad del 100%, a pesar de

esto la sensibilidad de estas pruebas disminuye para titulos de anticuerpos menores de 1:320,

pudiendo dar como resultado falsos negativos (Paulino , 2011; Waner, y otros, 2001).
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4. METODOLOGIA

4.1. Localizacion.

Las muestras sanguineas y los ectoparasitos (garrapatas) fueron recolectadas en dos clinicas
veterinarias en los municipios de La Mesa(Cundinamarca) y El Espinal (Tolima). EI municipio
La Mesa (grupo 1) cuenta con temperaturas de 22°C y una altitud de 1200 msnm y el municipio

El Espinal (grupo 2) tiene una temperatura promedio de 25°C y una altitud de 323 msnm.

Para la recoleccion de muestras, el médico veterinario y el propietario de la mascota accedieron a
la toma, evaluacién y procesamiento, para el diagnostico de enfermedades rickettsiales. Las
muestras para PCR fueron procesadas en el laboratorio de la Corporacién Patologia Veterinaria
CORPAVET y para prueba de SNAP en el consultorio S.0.S. ANIMAL en Bogoté D.C., teniendo

en cuenta los criterios de inclusién.

4.2. Poblacion y muestra.

Se seleccionaron 50 caninos de forma aleatoria y por conveniencia que llegaban a
consulta veterinaria. En el municipio de Espinal se seleccionaron 23 caninos y en La Mesa 27

caninos; no se discrimind por sexo, edad, raza o localizacion.
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4.2.1. Criterios de seleccion

Los criterios de seleccion fueron presentar o haber presentado infestacion por garrapatas

en algin momento de su vida y manifestar alguno de los siguientes signos:

e Anorexia.

e Temperatura mayor de 38,5°C. Se diferencio entre pirexia e hipertermia, ya que el centro de
la termorregulacion esté situado en el hipotdlamo y contiene dos partes, una que interviene en
la pérdida de calor que es la region rostral, controlada por el sistema parasimpatico; la otra
controla la produccion de calor, que es la region caudal y esta bajo el control simpatico. La
actividad muscular puede producir rdpidamente gran cantidad de calor (Packman, 2016), es
por esta razon que dentro del protocolo para realizar la toma de temperatura se dio un lapso
de 15 minutos para que los caninos estuvieran en estado de reposo. La hipertermia deriva de
un aumento de actividad muscular, un aumento de la temperatura ambiental o un aumento de
la tasa metabolica (Packman, 2016).

e Linfadenomegalia.

e Descarga oculonasal.

e Uveitis.

e Signos de sistema nervioso central.

e Baja condicién corporal.

e Depresion.

e Esplenomegalia.

e Epistaxis.

e Equimosis en piel y/o membranas mucosas.

4.2.1. Toma de muestras

A los caninos incluidos en el estudio se les realizd cuadro hematico y prueba de
inmunocromatografia rapida (prueba SNAP) que detecta anticuerpos de Ehrlichia spp.,

Anaplasma spp., Borrelia y antigeno de Dirofilaria immitis. La prueba realizada se conoce con

www.manaraa.com



52

nombre comercial SNAP® 4Dx® Plus de IDEXX, se incluyeron caninos con resultados de SNAP
tanto positivo como negativo y se realizo una encuesta para la resefia del animal e identificacion
de signos clinicos compatibles con estas infecciones, ademas de un permiso consentido (Anexo
Ay B).

Se colectaron 3 a 5ml de sangre en tubos con EDTA (tapa lila) y se almacenaron en
refrigeracion a 5°C hasta su procesamiento en un lapso no superior a 24 h. Se realiz6 cuadro
hematico, extendido sanguineo pruebas PCR y SNAP. Adicionalmente se recolectaron de 3 a 5
garrapatas a 25 caninos seleccionados aleatoriamente y por conveniencia, 13 en el grupo 1y 12
del grupo 2 y remitidas en recipientes plasticos de cierre hermético, estéril, identificadas con los

datos del canino del cual se extrajeron (Figura 22).

Figura 22. Recoleccion de garrapatas.

(-
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4.3. Anadlisis de laboratorio.

Las 50 muestras de sangre sometidas a los analisis se obtuvieron de la vena cefalica de
caninos en tubos de 5 ml con anticoagulante EDTA, con un volumen de muestra mayor o igual a
3 ml. Todas las muestras fueron recogidas con un tiempo de espera minimo de 15 minutos, para
confirmar que los caninos se encontrasen en estado de reposo; las muestras fueron analizadas

dentro de las siguientes 24 horas de haberlas obtenido.

4.3.1. Hematologia

A partir de esta muestra se realizé centrifugacion durante 5 minutos a 12000 rpm en capilares de
micro hematocrito con EDTA; posteriormente se realizaron las extensiones y se tifieron con
Giemsa y con Diff Quick. Luego se realizé analisis con microscopia Optica de luz blanca en busca
de organismos rickettsiales. Las muestras fueron evaluadas por tres profesionales independientes

con experiencia en diagndéstico de estas enfermedades.

4.3.2. Hemogramas

Para asegurar el buen procesamiento de las muestras se realiz6 la totalidad de los
hemogramas en el laboratorio Diagnovet, en la ciudad de Bogota. Las muestras se procesaron con
dos equipos para los hemogramas MINDRAY BC 2800 VET, Vetscan HMII ABAXIS vy las
proteinas en el URIT-8021A.
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4.3.3. Prueba SNAP

Las pruebas de SNAP se corrieron también en Bogoté para asegurar que todas fueran
realizadas con el mismo kit comercial. Se realizaron en las instalaciones del consultorio
veterinario S.0.S. ANIMAL, con el kit comercial 4Dx plus de Idexx (Kit para la deteccion de
Antigeno de Dirofilaria immitis -Anticuerpos frente a Anaplasma phagocytophilum/Anaplasma
platys-Borrelia burgdorferi-Ehrlichia canis/Ehrlichia ewingii). El procedimiento se realiz6 segun

lo estipula el inserto adjunto en el anexo C.

43.4. PCR

Para la obtencién del genoma de los organismos de interés, se utilizd un kit comercial
Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification kit #K0721, #K0722, con el que se
procesaron las muestras de sangre y se realizo el protocolo de extraccion de ADN de bacterias
Gram negativas (Anexo D).

Luego de la extraccion de ADN se realizo la prueba de PCR convencional, mediante el
uso de cebadores especificos de la especie, esta prueba se desarrollé con el kit comercial
Accupower® Rickettsiales 3-Plex PCR, que incluye Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia (Figura
24).

M P N
e Amplicon size
Target gene
- - (bp)
St Anaplasma (A) 429
A(429bp) > NN Ehrlichia (E) 340
E (340bp) >
R (252bp) > Rickettsia (R) 252

Figura 23. Tamario de ampliacion en cada microorganismo. Tomado de kit comercial
Accupower® Rickettsiales 3-Plex PCR.
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El procedimiento a seguir con las garrapatas se desarroll6 con base en el método del
doctor Pedro Fernandez Soto (2003), tesis doctoral (Anexo E). Se realizaron los dos
procedimientos anteriormente descritos (extraccion de ADN y prueba de PCR para Rickettsias

con el mismo Kit).

4.4, Disefio estadistico.

Los datos obtenidos se organizaron en tablas como se muestra en los Anexos F y G; se analizaron
con las siguientes pruebas estadisticas:

e Analisis de frecuencia para evaluar el comportamiento de las muestras estudiadas y signos
clinicos de los caninos.

e Anélisis descriptivo usando media, mediana y desviacion estandar.

e ANOVA para las variables del hemograma y del hemograma vs. SNAP, para medir la
diferencia de cada variable del hemograma, de acuerdo con la prueba detectéra de anticuerpos

siendo esta variable categorica (+/-).

e Anélisis descriptivo de hemograma.
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5. RESULTADOS

5.1. Observacion clinica y Anamnesis.

Los caninos estudiados presentaban signos clinicos y anamnesis compatibles con infecciones
rickettsiales, incluyendo Ehrlichia spp., Anaplasma spp. y Rickettsia spp., como lo son (fiebre,
linfadenomegalia, anorexia, decaimiento entre otros y haber tenido garrapatas alguna vez en su
vida). La gréafica 1, y Tabla relacionada en anexo G, evidencian los signos clinicos més relevantes
identificados en el estudio.

Frecuencia de los signos en cada
zona geografica

M lLamesa MElEspinal

16
14
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Rl
812
=
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w
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@
o °I *
0
1 2 3 4 5 6 7
Signos

Gréfica 1. Presentacion de los signos segun cada zona geografica. 1) Temperatura >38,5°C, 2)

Anorexia, 3) Linfadenomegalia, 4) Descarga oculonasal, 5) Signos de SNC, 6) Baja condicion

corporal, 7) Decaimiento
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5.1.1. Valoracion de temperatura

En el momento de recoleccion de muestras sanguineas, 22 (40%) de los caninos
estudiados presentaron temperaturas mayores a la temperatura normal en caninos (38,5°C).
Algunos no presentaron signos de fiebre, como aumento de frecuencia cardiaca, aumento de

frecuencia respiratoria y/o temblores, y fueron considerados con hipertermia.

En el grupo 1, 14 (60,8%) animales presentaron temperatura superior a 38,5°C y solo
uno de ellos no presentaba los signos de fiebre mencionados anteriormente. En el grupo 2, 8
(29,6%) caninos presentaron temperatura mayor a 38,5°C y solo uno de estos no tenia signos
asociados a fiebre. En la siguiente grafica se puede observar el comportamiento de la temperatura

en los dos grupos estudiados.

GRUPO

T T T T T
30,0 32,0 34,0 36,0 38,0 40,0

TEMPERATURA

Gréfica 2. Medicion de la temperatura en (grados Centigrados °C) de los grupos 1y 2. EI Grupo
1 presenta mayor variacion de temperatura, y mayor valor de la mediana donde la mediana del
grupo 1 es 38,6, y la del grupo 2 es 37,8.
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5.1.2. Valoracion de la condicion corporal

La valoracién de la condicion corporal fue realizada segun los datos proporcionados por
los médicos veterinarios. Se evalud basandose en una escala de 5 niveles (WSAVA, 2014), siendo
3/5 lo ideal para los caninos. La condicion corporal se determind segun el aspecto visual, por
ejemplo, si habia o no cintura y con la palpacion de la cantidad de grasa sobre las costillas, la
evaluacion del puntaje se basa en la palpacién del musculo esquelético sobre el créneo, las
escapulas, la columna vertebral y la pelvis, asi como lo indica la guia de puntuacién de condicion
muscular del Comité de Nutricion Global del WSAVA (Anexo H).

15 (30%) de los caninos estudiados, presentaron baja condicion corporal,10 del Grupo 1
(43,5%) y 5 (18,5%) del Grupo 2.

5.1.3. Anorexiay decaimiento

El 25,4% (14 perros) presentaron anorexia; 6 (26%) del Grupo 1y 8 (29,6%) del Grupo
2. Otro signo relevante fue el decaimiento, el cual se presentd en el 25,4% de los animales
evaluados, 8 caninos (34,7%) del Grupo 1y 6 (22,2%) del Grupo 2.

5.1.4. Linfadenomegalia y otros signos

Los nodulos linfaticos tomados como base para el examen clinico fueron los palpables
(mandibulares, popliteos e inguinales). Se consideraron con linfadenomegalia los caninos que
presentaron en el examen clinico un aumento de tamafio visible o palpable de los nddulos
linfaticos, con presencia de dolor, con o sin alteracion de la consistencia. Con este signo se

encontraron 12 (24%) caninos. Otros signos con menor porcentaje como la descarga oculonasal
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y cuadro neuroldgico (Figura 25), estan representados con 3 (6%) y 1 (2%) respectivamente,
presentandose solo en el Grupo 2.

Figura 24. Canino No. 35 del estudio con signos de SNC y poliartritis.

5.2. Resultados del hemograma

En Tabla (mimis, coloca el nombre de la Tabla) del Anexo H, se muestra el analisis de
varianza realizado en cada uno de los componentes del hemograma. Los resultados revelan
diferencias significativas en las globulinas, en el ancho de distribucion de eritrocitos RDW, en los
monocitos y en los eosindfilos (p < 0.05), con una confianza del 95%. En el caso de los
leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen globular medio VGM, hemoglobina
corpuscular media HCM, concentracion de hemoglobina corpuscular media CGMH, plaquetas,
proteinas, albimina, neutrofilos y linfocitos tienen un valor (p = 0.05), con esto se puede inferir

estadisticamente con un nivel de confianza de 95% que no hay diferencia significativa.

5.2.1.  Analisis descriptivos para las variables de hemograma vs SNAP

Se realizaron andlisis descriptivos para las variables del hemograma, clasificando los
caninos en tres grupos segun los resultados de SNAP, donde el Grupo 1 comprende los caninos
positivos Unicamente a Ehrlichia spp, el Grupo 2 caninos positivos a Ehrlichia spp y Anaplasma
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spp Yy el Grupo 3 los caninos negativos a todos. Los eritrocitos y hemoglobina del Grupo 1 estan
ligeramente por debajo del rango normal, tomando los valores de referencia del laboratorio donde
se procesaron las muestras; adicionalmente, la media de los eosinofilos en los caninos negativos
muestra que el promedio de éstos esté ligeramente aumentado, ver Tabla (Andlisis descriptivos

de las variables de hemograma) en el Anexo I.

5.2.2. Diferencia de cada variable del hemograma de acuerdo al resultado de la prueba
SNAP.

Se estableci6 una correlacion entre los resultados de la prueba de SNAP y los resultados
de los cuadros hematicos. Los resultados de pruebas SNAP se diferenciaron en dos grupos, el
primero con los caninos positivos a uno o varios agentes patdgenos y el segundo con los caninos
negativos. Es asi como se encontraron diferencias significativas, para los monocitos y eosinofilos,
no obstante, los rangos normales para caninos 0,15 — 1,7 * 10° y 0 — 0,9 = 10° respectivamente
(Meyer & Harvey, 2000), siendo el valor P = 0.039 para la variable monocitos. Esto nos permite
afirmar que existe una diferencia para esta variable al cambiar el resultado en la prueba positivo

0 negativo al SNAP, observando el Anexo J, sé evidencia que:

Para a individuos con SNAP positivo a Ehrlichia spp o a Ehrlichia spp y Anaplasma spp,
el promedio del conteo de monocitos es 0.5, mientras que para SNAP negativo es 0.8. Esta
diferencia en la media para las dos posibilidades de SNAP se considera estadisticamente
significativa y permite afirmar que existe una diferencia para los dos grupos SNAP. Para este
analisis se afirma que existen diferencias solo en los dos casos resaltados en la tabla abajo (Tabla
2).
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Tabla de ANOVA?®
Sumade Media
cuadrados | gl | cuadratica F Sig.
LEUCOCITOS * SNAP  Inter-grupos 1,01 1 1,0 ,032],859
Intra-grupos 1580,3| 48 32,9
Total 1581,3| 49
ERITROCITOS * SNAP  Inter-grupos 01| 1 0,1 ,052].,821
Intra-grupos 122,848 2,6
Total 122,9(49
HEMOGLOBINA* SNAP Inter-grupos 1339| 1 133,9 ,092],762
Intra-grupos 69548,6( 48 14489
Total 69682,5( 49
HEMATOCRITO * SNAP Inter-grupos 0,0] 1 0,0 117],734
Intra-grupos 0,6(48 0,0
Total 0,649
VGM * SNAP Inter-grupos 28,8 1 28,8 1,477,230
Intra-grupos 937,148 19,5
Total 965,949
HCM* SNAP Inter-grupos 15[ 1 15 ,384],538
Intra-grupos 190,5| 48 4,0
Total 192,0( 49
CGMH * SNAP Inter-grupos 689| 1 68,9 176,677
Intra-grupos 18797,5(48 391,6
Total 18866,4| 49
RDW * SNAP Inter-grupos 18| 1 1,8 1,148(,289
Intra-grupos 73,6148 15
Total 75,4149
PLAQUETAS * SNAP Inter-grupos 6537,5| 1 6537,5| ,293],591
Intra-grupos  11070014,5( 48 22292,0
Total 1076552,01 49
PROTEINAS * SNAP Inter-grupos 1624 1 162,4| 3,848]|,056
Intra-grupos 2026,5| 48 42,2
Total 2189,0| 49
ALBUMINA* SNAP Inter-grupos 0,0] 1 0,0 ,001(,970
Intra-grupos 1550,5| 48 32,3
Total 1550,6| 49
GLOBULINAS * SNAP Inter-grupos 168,0| 1 168,01 2,142|,150
Intra-grupos 3764,0|48 78,4
Total 3932,0/49
NEUTROFILOS * SNAP Inter-grupos 0,0[ 1 0,0 ,003(,960
Intra-grupos 829,3|48 17,3
Total 829,349
LINFOCITOS * SNAP Inter-grupos 27| 1 27 ,553] ,461
Intra-grupos 235,9|48 4,9
Total 238,749
MONOCITOS * SNAP Inter-grupos 09| 1 0,9 4,513],039
Intra-grupos 9,9]48 0,2
Total 10,9149
EOSINOFILOS * SNAP  Inter-grupos 30 1 3,0/15,113|,000
Intra-grupos 94|47 0,2
Total 12,4148
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Tabla 1. Valores de P con un valor de confianza del 95%, en el ANOVA realizado a las
variables del hemograma, analizando los resultados por grupos, uno donde el resultado de
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SNAP fue positivo a Ehrlichia spp o a Ehrlichia spp y Anaplasma spp y otro donde fue
negativo.

5.2.3. Comparacion de los resultados en el hemograma por zona geografica.

En cuanto a las plaquetas, 16 (32%) de los caninos en estudio mostraron trombocitopenia
(valores por debajo de 200 = 10°/L). La gréafica 4 muestra que los valores en el Grupo 1 estan
mas dispersos que los del Grupo 2, indicando asi, que este ultimo tiene mayor estabilidad, y los
datos son mas predecibles en este grupo. Estadisticamente se puede decir que no hay diferencia

significativa, con un nivel de confianza de 95%, ya que (p = 0.05).
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Gréfica 3. Medicion de las plaguetas en los Grupos 1y 2. Se observa que el Grupo 2 mostro una

menor variacion.

Los resultados de los monocitos revelan que hay una diferencia significativa entre las
dos zonas geogréficas con un (p < 0.05) y la gréafica 5 muestra que en el Grupo 1 la mediana es
mayor a la del grupo 2. Se debe tener en cuenta que los monocitos son células blanco de Ehrlichia

canis.
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Gréfica 4. Se aprecia la medicion de los Monocitos de un grupo con respecto al otro. Donde el
Grupo 1 muestra una mediana mayor a la del Grupo 2, y muestra mayor dispersion de los
resultados.

Por otra parte, los resultados de los leucocitos tuvieron mucha variacion de datos. Dentro
de los dos grupos, como se puede observar en la grafica 6, existe una dispersion de datos, que
indica que la medida no es tan predecible en ninguno de los dos. Esto quiere decir, que no se
pueden predecir los resultados de ninguno de los dos grupos. Adicionalmente la mediana del
Grupo 1 es evidentemente mayor que la del Grupo 2. 4 (8%) caninos presentaron resultados por
debajo del limite inferior dentro del rango normal (6-14,6 =« 10° /L) y 23 (46%) tenian el recuento

de leucocitos por encima del rango superior normal.
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Gréfica 5. Medicion de recuento leucocitario, donde se evidencia que el conteo de leucocitos es
mayor en el Grupo 1y a su vez este grupo tiene mayor varianza que el Grupo 2.

5.2.4. Bioquimica clinica

A continuacidn, se exponen los hallazgos de los resultados de las proteinas plasmaticas
totales. Los valores de referencia para caninos adultos, segun el laboratorio que realiz6 los
hemogramas, son de 60-78 g/L. Las medianas de los dos grupos de caninos evaluados (Grupo 1

caninos La Mesa, Grupo 2, caninos EIl Espinal), se encontraron cercanas al limite superior (Gréfica
6).
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Gréfica 6. Se puede observar que los resultados mas altos en los dos grupos exceden el limite
superior de los valores de referencia de las proteinas en caninos adultos (60 a 78g/l).

La Gréfica 7 muestra que la mediana de las globulinas del Grupo 2 es mas alta que la del
Grupo 1y se encuentra por encima del limite superior 24 — 40 g/L, siendo su valor 44.

60

50

=
=
1

GLOBULINAS
§

201

GRUPO

Gréfica 7. Medicion de las globulinas en g/L de los Grupos 1 (La Mesa) y 2 (El Espinal). El
Grupo 2 mostré una mayor variacion de la globulina.
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Por ultimo, se muestra el comportamiento de los resultados de la albumina, donde se
puede observar gque los datos estan mas dispersos en el Grupo 2, y esto quiere decir que no es una

variable predictiva.
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Gréfica 8. Se puede observar el comportamiento de los resultados de albdmina.

5.3. Resultados de la evaluacion del extendido sanguineo.

Los extendidos fueron analizados por tres evaluadores independientes usando la tincién de Diff-
Quick y Giemsa, bajo los protocolos adjuntos en el Anexo K; ninguno de los tres observé la
presencia de microorganismos compatibles con Ehrlichia spp., Anaplasma spp. y Rickettsia

rickettsii.

5.4. Resultados de prueba SNAP

Los resultados obtenidos de los casos estudiados, mediante la prueba de SNAP (Tabla
3), muestran que 26 (52%) de los caninos fueron positivos a la presencia de anticuerpos para
Ehrlichia canis y Ehrlichia ewingii, 9 caninos (18%) fueron positivos a la exposicion a mas de un
agente etioldgico, en este caso a Ehrlichia canis/E. ewingii y Anaplasma phagocytophilum/A.
platys de forma conjunta y 15 (30%) de los caninos fueron negativos a la deteccidn de anticuerpos

para Ehrlichia spp, Anaplasma spp y Borrelia, asi como de antigenos de Dirofilaria immitis.
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Ninguno de los animales estudiados tuvo resultados positivos solo a Anaplasma phagocytophilum

y A. platys.

PRUEBA
DIAGNOSTICA
AGENTE INFECCIOSO PRUEBA SNAP
CANINOS | POSITIVOS

E. canis/ E. ewingii 26 52%

A. platys/ A. phagocytophilum 0 0%

Borrelia burgdorferi 0 0%

E. canis/ E. ewingii en con_Junta con 9 18%
A. platys/ A. phagocytophilum

Caninos negativos 15 30%

Tabla 2. Resultados de la prueba de SNAP segun cada agente infeccioso evaluado por esta
prueba.

5.5. Resultados de la deteccion de antigeno por PCR

Las 50 muestras de sangre fueron negativas a la prueba de PCR para la identificacion de
material gendmico de Ehrlichia spp., Anaplasma spp. y Rickettsia rickettsii, asi como los
resultados de PCR realizados en las garrapatas recolectadas. (Anexo N).

5.6. Resultados de pruebas y su asociacién (SNAP, PCR Y FROTIS)

En las pruebas de PCR y extendido sanguineo, no se detectd el genoma ni la presencia
de microorganismos en estudio, no obstante, la sensibilidad de dichas pruebas. Por tal motivo no
tienen ninguna relacion estadistica con los resultados arrojados por la prueba de SNAP, ya que en
estos se evidencié la presencia de anticuerpos contra estas bacterias. A continuacion, se muestra

en detalle los resultados de las pruebas en mencion.
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PRUEBAS DIAGNOSTICAS

AGENTE INFECTADO SNAP PCR EXTENDIDO
PACIENTES | POSITIVOS | PACIENTES | POSITIVOS | PACIENTES | POSITIVOS

E. canis/ E. ewingii 26 52% 0 0 0 0
A. platys/ A. phagocytophilum 0 0% 0 0 0 0
Dirofilaria immitis
Borrelia burgdorferi 0 0% (-) (-) () ()
E. canis/ E. ewingii conjunta con A.
platys/ A. phagocytophilum 9 18% 0 0 0 0
Rickettsia rickettsii () () 0 0 (-) ()
Pacientes negativos 15 30% 50 100% 50 100%

Tabla 3. Se puede observar los resultados de las pruebas realizadas en los caninos estudiados.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo principal, establecer el estadio de
infecciones rickettsiales en caninos, evaluados mediante la utilizacion de tres métodos
diagndsticos en simulaaneo (SNAP, PCR y frotis sanguineo), con el fin de poner a prueba las
diferentes herramientas con las que se cuenta en la clinica diaria. Estos resultados se
correlacionaron con los resultados de cuadro hematico y signos clinicos encontrados en los
caninos en estudio; dando lugar a una critica preliminar de los métodos diagndsticos mas usados

por los médicos veterinarios y algunas recomendaciones al respecto.

Durante la toma de muestras fue evidente la presencia de ectoparasitos, tanto de pulgas
como de garrapatas (Amblyoma y Rhipicephalus,) las cuales fueron colectadas y enviadas para
analisis molecular de PCR. No se identificd la presencia de agentes rickettsiales en los pellets de
muestras de las garrapatas de los 25 animales muestreados. No obstante, que Huerto & Damaso (
2015) en el Peru, reporté que, en una zona geografica con condiciones de altura y temperatura
similares a una de las zonas muestreadas, encontrd asociacion entre la presencia de garrapatas y
la presentacidn tanto de cuadro clinico como de anticuerpos contra Ehrlichiosis. En el caso de esta

investigacion no se presentd el genoma de los antigenos en estudio en PCR y extendido sanguineo.

Evaluando los signos clinicos compatibles con cuadros de infecciones rickettsiales se encontrd
que los de mayor presentacion fueron el aumento de temperatura, seguido de baja condicion
corporal, decaimiento y anorexia; algunos de los caninos presentaron signos como sangrado en
las encias (caninos numero 22, 44 y 48), poliartritis (canino 35) y hematoquecia (canino 28). Se
debe considerar que no solo las enfermedades de los agentes rickettsiales pueden generar este tipo

de cuadros clinicos, sino también, otros tipos de enfermedades de tipo infeccioso, inmunitario
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(como el lupus eritematoso sistémico, trombocitopenias inmunomediadas), trastornos vasculares,
intoxicaciones con anticoagulantes. Es por esto que, el clinico debe tener en cuenta los

diagndsticos diferenciales frente a un cuadro rickettsial.

De los caninos con temperatura alta y resultados positivos a pruebas seroldgicas de
anticuerpos, 7 (31%), tuvieron anemias de las cuales, 3 fueron normociticas hipocromicas, con
presentacion de reticulocitos, demostrando asi pérdida de sangre crénica posiblemente asociado
a estados parasitarios por endoparasitos o ectoparasitos. mostrando actividad regenerativa segun
lo sefiala (Villiers, 2013); lo cual, se puede observar dentro de los hallazgos de hemogramas de
caninos con presencia de hemoparasitos y enfermedades rickettsiales. Uno de estos tres caninos
con anemias normociticas hipocromicas (nimero 12), tenia proteinas plasmaticas altas debido a
hiperglobulinemia; 24 caninos mas la presentaban (en total 25 caninos con hiperglobulinemia), lo
cual, se puede hallar en enfermedades infecciosas como las causadas por el orden Rickettsia, asi
como en otras enfermedades inflamatorias e infecciosas, como los piodermas, en las que se
presentan alta cantidad de antigenos a los linfocitos B, y en estados parasitarios cronicos. También
se presentan en algunos tipos de neoplasias, procesos leucémicos, enfermedades inmunomediadas
como el lupus eritematoso sistémico o en poliartritis inmunomediadas, gastroenterocolitis
plasmocitaria, procesos con gran destruccion de tejido, entre otras (Villiers, 2013; Font, Closa, &
Mascort, 1994). De estos 25 caninos, a 12 (48%) se les encontrd anticuerpos contra E. canis/E.
ewingii y 6 (24%) presentaron anticuerpos contra E. canis/E. ewingii y A. phagocytophilum/A.
platys. El canino nimero 44 que ademas presentaba una trombocitopenia y neutropenia marcadas,
una temperatura rectal alta, linfadenomegalia de nédulos linfaticos mandibulares y popliteos,
descarga oculonasal, sangrado de la encia al presionarla y presencia de garrapatas, presenta un
cuadro clinico sugerente de hemoparasitos o enfermedades rickettsiales; con este tipo de
caracteristicas clinicas deben tenerse en cuenta diagndsticos diferenciales a las infecciones
causadas por el orden de las rickettsias asi como se describe en varios estudios (Almazan, y otros,
2015; Bottari, y otros, 2016; Dolz, y otros, 2013); a pesar de la historia y signos de este individuo,
no se detect6 el genoma de los agentes en estudio, ni en el extendido sanguineo se encontraron

formas evolutivas de hemoparasitos.
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En cuanto a la baja condicion corporal, se encontr6 en 15 caninos (30%) de los 50
evaluados. En el grupo 1 (La Mesa, Cundinamarca) se presentd la mayoria, 10 caninos (66%) y
de estos 6 (60%) (caninos nimero 13, 14, 17, 18, 20 y 23) presentaron garrapatas en el momento
de la consulta y toma de muestras. En el Grupo 2 (El Espinal, Tolima) solo se encontré baja
condicion corporal en 5 caninos (33%). De los 10 animales con baja condicion corporal ubicados
en el Grupo 1, en 7 (70%) se evidenciaron resultados positivos a la exposicion a E. canis/E.
ewingii y 2 (20%) se encontraron positivos a la exposicion a E. canis/E. ewingii y a A.
phagocytophilum/A. platys.; adicionalmente, de estos solo un canino presentd hipoproteinemia.

En los resultados de los hemogramas realizados a la totalidad de caninos muestreados,
se encontré que 20 de éstos (40%) presentaron un conteo de eritrocitos igual o por debajo del
Iimite inferior (5,5 x 1012), tomando este dato como base; 9 (45% de los animales con anemia)
eran positivos con la prueba de SNAP solo a Ehrlichia spp, 5 (25% de los animales con anemia)
fueron positivos tanto a Ehrlichia spp como a Anaplasma spp. Se puede afirmar que de la
poblacién total de animales positivos tanto a Ehrlichia como a Anaplasma, la mayoria, (55%)
tuvo un recuento de eritrocitos bajo lo cual implica un cuadro de anemia. No obstante, los
hallazgos de anemia en estos animales y teniendo presente que se detectd la presencia de
anticuerpos contra agentes rickettsiales, no siempre se puede relacionar un cuadro de anemia con
la presentacion de estas enfermedades, ya que se debe considerar un diagnostico integral desde el
punto de vista clinico teniendo en cuenta el cuadro clinico, y la utilizacion de pruebas en serie

para confirmar la infeccion.

Por otro lado, con los animales que presentaron anemia en el cuadro hematico y fueron
negativos a la prueba seroldgica de anticuerpos, a la prueba de PCR y a la evaluacion citoldgica
de extendido sanguineo, se pueden relacionar con otras condiciones infecciosas o no infecciosas,
condiciones nutricionales o la presencia de ectoparasitos (tanto pulgas como garrapatas), o

endoparasitos, trastornos de coagulacion, entre otras.
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En los reportes de los hemogramas se puede evidenciar que solo 4 caninos (12, 14,40y
48) presentaron un conteo de leucocitos por debajo de lo normal, donde el resultado mas bajo fue
de 3,5 = 10%/L mostrando leucopenia. De estos, uno fue positivo a E. canis/E. ewingii, (canino
12), otro (canino 40) fue positivo a E. canis/E. ewingii y A. phagocytophilum/A. platys y los dos
restantes (caninos 14 y 48) fueron negativos a todo por la prueba de SNAP. La leucopenia puede
estar relacionada con otra caondicidn clinica de los caninos, como infecciones bacterianas agudas

(debido a una sobredemanda de leucocitos), parvovirus, diabetes mellitus, entre otras causas.

Los Monocitos fueron las células de linea blanca méas afectadas en este estudio
estadisticamente, lo que puede ser causado por la exposicion anterior a Ehrlichia canis ya que

ésta , se caracteriza por tener tropismo por células monociticas como los monocitos.

En total 11 caninos presentaron Eosinofilia causada posiblemente por una carga elevada

de parésitos ya sea endo y/o ectoparasitos.

Se evidenci6 la presencia de anticuerpos contra Ehrlichia o/y Anaplasma, no obstante,
no se puede hacer una relacién entre la presentacion de fiebre en los caninos estudiados y la
aparicion de anticuerpos contra estos microorganismos, debido, a que los anticuerpos estan
apareciendo de forma tardia en la infeccion. Segun Rikihisa y otros en 1992, en la mayoria de los
casos de ehrlichiosis los anticuerpos no se desarrollan sino hasta la segunda o tercera semana
postinfeccion. Esto quiere decir que un animal que tenga resultados positivos a presentacion de
anticuerpos, no necesariamente debe cursar con un cuadro agudo de la enfermedad, ya que la
produccion maxima de anticuerpos se alcanza al mes de la fase de ehrlichiemia y persiste durante

largos periodos de tiempo (Harrus, Aroch, Lavy, & Bark, 1997).

No se encontraron estructuras compatibles con los microorganismos estudiados en
ninguna de las laminas, no obstante, que tres profesionales distintos hicieron la evaluacién de los
extendidos. En general, este método diagndstico es mas variable en cuanto a resultado, ya que
depende de varios factores, como son: la etapa o fase infectiva del animal, ya que se hace més

efectiva su observacion en la fase aguda; la experiencia del clinico, y tipo de tincién (Mylonakis,
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y otros, 2003) (en esta investigacion se realizé Giemsa y Wright). Mylonakis y otros en el 2003,
realizaron la evaluacion de la citologia como diagnéstico de ehrlichiosis monocitica aguda
(Erlichia canis), comparando cinco métodos (capa leucocitaria, sangre periférica, nodulos
linféticos, cultivo a corto plazo) donde se concluye que el uso de la capa leucocitaria y de muestra
tomada de nodulos linfaticos, puede conducir a un diagndstico definitivo de ehrlichiosis

monocitica canina.

No se evidencio infeccion aguda segun los resultados de PCR y extendido sanguineo en
los caninos muestreados, no obstante, a la presencia del vector y los criterios de inclusion. Esto
puede ser debido al cambio climatico, ya que las muestras fueron obtenidas en la temporada de
lluvias. Segun el IDEAM, son dos temporadas de Iluvias en EI Espinal, de marzo a mayo y de
octubre a noviembre; con respecto a La Mesa no se obtuvieron reportes en los que se haga
referencia a las épocas de lluvia. Ogden y Lindsay en agosto del 2016, sugieren al cambio
climatico como un controlador de aparicion y reinfeccién de enfermedades de transmision
vectorial, afirmando que los cambios en el uso del suelo, las practicas agricolas, las poblaciones
humanas y el habitat, son los principales impulsores de la transmision de las enfermedades
infecciosas; sin embargo, la sensibilidad de los artropodos al tiempo y al clima, plantea la
posibilidad de que dentro de las enfermedades infecciosas, las que se transmiten por artropodos
pueden ser las que tienen mas posibilidades de ser afectadas por el cambio climéatico. No obstante
que el aumento de temperatura y de humedad pueden tener un efecto positivo en el tiempo de
desarrollo de las garrapatas, asi como favorecer un ciclo de vida mas corto. En cuanto a la
humedad, aumenta la actividad y reduce la mortalidad de estos vectores. Sin embargo, las
temperaturas muy elevadas por un lado y el aumento de precipitaciones por otro, inhibe la
actividad de las garrapatas (Ogden & Lindsay, 2016; Dantas, 2015). Igualmente, se debe tener en
cuenta que es dificil de predecir el sistema de transmision de los patégenos dependientes de estos

vectores con los cambios climaticos (Dantas, 2015).

Otra posible causa de la ausencia del patdégeno, tanto por PCR como por frotis sanguineo,
puede coincidir con el tipo de muestra, época del afio (ciclos biolégicos epidemioldgicos) y la
epidemiologia de cada zona. Ademas de estar en una zona con presentacion del vector, que pudo

haber inmunizado a estos caninos, de los cuales muchos han estado su vida entera en estas zonas
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y posiblemente tengan memoria antigénica, ya que en el afio 2010 Smail, Bloch y McBride,
afirmaron que en varios estudios con modelos murinos sugieren que la inmunidad primaria y
secundaria contra la Ehrlichia estd mediada principalmente por la inmunidad celular, células T
CD4 productoras de IFNy (células Thl), y estas conducen a la activacion de macrofagos y a la
induccion de mecanismos bactericidas conduciendo a la eliminacion de bacterias. La inmunidad
humoral parece desempefiar también un papel importante en la proteccion contra la infeccion de
Ehrlichia, como lo demuestra la seroconversion significativa en los animales que se recuperan de
la enfermedad; adicionalmente en estos estudios se encontraron anticuerpos especificos que

protegen a los ratones de la infeccion con Ehrlichia.

En cuanto a Anaplasma, similar a la inmunidad contra Ehrlichia, esta mediada por
mecanismos celulares y humorales. En general, se cree que los animales que desarrollan titulos
de anticuerpos altos, estan protegidos contra reinfecciones, ya que estos titulos pueden durar hasta
3 afos, sin embargo, no esta claro si esta persistencia de anticuerpos sea debido a la persistencia

de la enfermedad o a reinfecciones.

Adicionalmente, se debe hacer énfasis en que existen varios tipos de Rickettsias, por lo
qgue las pruebas detectoras de anticuerpos pueden tener reaccidn cruzada entre si y generar
resultados positivos por pruebas SNAP. A pesar de que la PCR usada es una PCR multiplex que
detecta:

e Rickettsia conorii, Rickettsia felis, Rickettsia rikettsii, Rickettsia japdnica,
Rickettsia typhi

e Anaplasma bovine, Anaplasma centrale, Anaplasma marginale, Anaplasma
platys, Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytiphilum.

e Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia ruminatum,

Ehrlichia muris, Ehrlichia ovina.

En mamiferos se pueden citar bacterias que no estan incluidas en esta prueba, que pueden o no
generar un cuadro clinico en caninos. Candidatus Neoehrlichia mikurensis, una especie de

Ehrlichia, la cual tiene como uUnicos hospedadores detectados hasta el momento roedores en
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Japon, China e Italia, encontrada en garrapatas Ixodes, a pesar de esto se ha detectado en
algunos mapaches en Georgia, Estados Unidos. (Dergousoff & Chilton, 2011); Ehrlichia sennetsu,
implicada en patologia humana, con distribucién geografica en Japdn y Malasia (Oteo & Brouqui,
2005). Debido a que la prueba molecular de PCR cubre todos los agentes Rickettssiales de mayor
prevalencia reportados en mamiferos y tuvieron resultados negativos se concluye que es muy

poco probable que estuviese el agente infeccioso en los caninos.

Por otro lado, los resultados arrojados por la prueba SNAP deja ver que no existe
evidencia seroldgica de Borrelia burgdorferi y Dirofilaria immitis, tal como se menciona en el
estudio de Cepeda y Zapata en el 2013 en la ciudad de Bogota, y en uno reportado por Carrillo en
el 2012 en la ciudad de Medellin.

Nueve caninos fueron positivos a la presencia de anticuerpos contra dos géneros de la
familia Anaplasmataceae, E. canis/E. ewingii y A. phagocytophilum/A. platy, asi como en varios
estudios (Cartagena, Rios, & Cardona, 2015; Quijada, y otros, 2012). Debe tenerse en cuenta la
duracion de los anticuerpos contra estos patogenos, el estadio de la enfermedad y el cuadro clinico

del paciente estudiado.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones

Se hizo notoria la presencia de caninos positivos a la deteccién de anticuerpos contra
Ehrlichia canis/ E. ewingii y Anaplasma platys/ A. phagocytophilum. Esto permite concluir que
los animales han estado expuestos a la enfermedad. Adicionalmente no se encontrd ningun
animal seroldgicamente positivo de forma exclusiva a Anaplasma, pese a que hubo animales
positivos a Anaplasma y a Ehrlichia de forma conjunta, la mayoria de estos caninos no tenia
signos clinicos concordantes con la gravedad que deberian estar presentando con estos
resultados, esto permite concluir, que una prueba de SNAP no es concluyente para definir el

tratamiento y el diagndstico de un animal.

Se debe tener en cuenta que no obstante a la zona geografica del estudio, los signos
clinicos encontrados en los caninos, la anamnesis y los resultados hematolégicos compatibles
con este tipo de infecciones; se encontraron 26 caninos positivos a E. canis/E. ewingii y 9 a E.
canis/E. ewingii y A. phagocytophilum/A. platys, pero con resultados negativos a PCR. Se
concluye que los caninos estan en una fase crénica, donde se detectan los anticuerpos, mas no
se detecta genoma de los patégenos. Es decir, se debe considerar una exposiciéon previa a
agentes rickettsiales, pero no una condicién clinica aguda de la enfermedad, ya que se pueden

encontrar en un estado resolutivo de esta.
Debido a que la prueba de SNAP usada en este estudio, arrojo un 70% de positivos a

presencia de anticuerpos contra estos patégenos. Por tal motivo, la no evidencia de estos

microorganismos con los métodos de PCR y frotis sanguineo, hace necesario que se deba
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reevaluar el tratamiento de estos animales, teniendo en cuenta los diagndsticos diferenciales

y/o las fases de infeccion.

Lo anterior permite concluir que se puede caer en el error de comenzar un antibidtico
terapia dirigida a este grupo de bacterias, dando por hecho que los caninos, al tener este
conjunto de signos (anamnesis, resultados de hemograma y pruebas seroldgicas positivas)
padecen de estas enfermedades. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las pruebas
seroldgicas cualitativas detectoras de anticuerpos pueden tener reacciones cruzadas con otros

agentes que se puedan asemejar.

A pesar de los resultados negativos del PCR, no se puede descartar una reincidencia o
una infeccidn cronica, ya que el diagndstico por PCR es ideal realizarlo en estadios tempranos de
la enfermedad, cuando hay rickettsemia. El diagndstico puede ser mds sensible con la ejecucidn

de cultivo bacteriano.

7.2. Recomendaciones.

Teniendo presente que las pruebas de PCR y de extendido tuvieron resultados negativos,
pero las pruebas de SNAP arrojaron resultados positivos, se hace necesario realizar pruebas
seroldgicas de inmunofluorescencia pareada o ELISA titulada (para evaluar la seroconversion o
cambios de los titulos de anticuerpos), estas pruebas deberian realizarse con intervalos de 15 a 25
dias para establecer variacion en los titulos de anticuerpos y de esta forma poder definir si se
encuentra la fase aguda o crénica de la enfermedad.. Es por esto que se deberia utilizar serologia
pareada y pruebas de PCR para la identificacion de procesos infecciosos agudos (de dos a tres
semanas después del inicio de la infeccion y después de su tratamiento). A su vez considerar una
prueba de cuantificacién de titulos en una infeccidn reciente y poder establecer los titulos de

anticuerpos contra estos patdgenos.
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Hay que capacitar a los meédicos veterinarios sobre el diagndstico de enfermedades
rickettsiales y que consideraciones técnicas y clinicas se deben tener en cuenta en la utilizacion

de pruebas en serie para el diagndstico en cuadro compatibles con estas infecciones.

Teniendo presente los resultados de esta investigacion se recomienda a los médicos
veterinarios dedicados a la clinica de animales de compafiia la implementacién de protocolos de
diagnostico que incluyan, la evaluacion clinica, las pruebas en serie para el establecimiento
verdadero de un cuadro de infeccidn Rickettsia lo cual va a garantizar la adecuada terapéutica y

seguimiento de la evaluacion los casos clinicos.

Se debe considerar la utilizacidon de pruebas en serie para el diagndstico de cuadros
compatibles con infecciones rickettsiales. Estas pruebas deben comprender:
- Cuadro hematico
- Evaluacion de extendido sanguineo
- Pruebas SNAP
- Serologia medidora de titulos de anticuerpos
- Pruebasde PCR, convencional y en tiempo real, a partir de sangre periférica o de aspirado
de nddulos linfaticos del animal.

- Citologias de punciones con aguja fina en nddulos linfatico, bazo e higado

Se debe realizar seguimiento clinico mediante la utilizacion de pruebas de serologia y

PCR en serie o de forma pareada.

Se recomienda considerar un mayor tamafio de muestra y realizar este tipo de estudios
en diferentes zonas geograficas y épocas del afio de Colombia, para tener una mejor aproximacion
a los diferentes diagnosticos que se pueden realizar, teniendo en cuenta el estado de infeccion en

el que esté presente el canino. Ademas, investigar que microorganismos pueden o no generar
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reaccion cruzada en pruebas seroldgicas, realizando pruebas de inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos para cada agente rickettsial y pruebas de PCR que detecten otras ricketsias

Se recomienda también realizar estudios que identifiquen otros reservorios de estos
microorganismos, como en los bovinos, por ejemplo. Realizar muestreos en diferentes épocas del
afio, realizar pruebas mas sensibles como la PCR en tiempo real a partir de aspirado de nédulo

linfatico y la realizacion de serologias pareadas, para identificar la dinamica de la infeccion.
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9. ANEXOS

Anexo A. Encuesta de remisién de muestras

FECHA: NOMBRE DEL CANINO: HISTORIA
CLINICA:
RAZA: SEXO: EDAD: PESO:
PROPIETARIO: REMITENTE:
TELEFONO: CORREO ELECTRONICO

87

ESPECIE:

PROCEDENCIA:

TODAS LAS MUESTRAS DEBEN SER REFRIGERADAS Y ENVIADAS INMEDIATAMENTE
DESPUES DE LA TOMA O CONGELADAS A -20°C Y LUEGO SER ENVIADAS.

SANGRE (Tubo
EDTA)

Lamina frotis sanguineo

Signos clinicos: marque con una X la que presente el canino. En caso de haber algo adicional a
lo que esté en este formato indicarlo en observaciones.

1. 7. 1. Pérdida de peso.
> 3 2. Depresion.

' ' 3. Esplenomegalia.
3. 9. 4. Epistaxis.

5. Equimosis-en piel y

4. 10. membranas mucosas.
5. 11.
6. Observaciones.

SEROLOGIA 1
SNAP ]
CUADRO HEMATIED
FROTIS SANGUINEE

POSITIVO/NEGATIVO

OBSERVACIONES ADICIONALES:

Anorexia.

Fiebre.
Linfoadenomegalia.

. Descarga oculonasal.
10. Uveittis.

11. Signos SNC.

© O\N @
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Anexo B. Formato de consentimiento informado

Su mascota ha sido seleccionada a participar en una investigacion sobre enfermedades
rickettsiales y su transmision, mediante una prueba de biologia molecular (PCR) que sera aplicada
a una muestra de sangre de su mascota. Esta investigacion es realizada por la Dra. Isabel Maria
Ricardo, dirigida por el Dr. Ricardo Pifieros.

El propdsito de esta investigacion es diagnosticar enfermedades rickettsiales por medio de PCR y
analizar la efectividad del diagnéstico comparandolo con una prueba SNAP (la cual realizara su
médico veterinario) adicionalmente se debera tener un cuadro hematico el cual también sera
realizado por el médico veterinario tratante de su mascota. De tal forma que el proyecto de
investigacion se haré cargo de los gastos de la prueba de PCR de su mascota.

Si acepta participar en esta investigacion, se le solicitara realizar la siguiente actividad: se tomaran
sus datos personales, los datos de su mascota, la historia clinica y los resultados de cuadro
hematico y prueba SNAP. Para desarrollar este proyecto es necesario contar con su aprobacion
para extraer muestras de sangre de su mascota que seran procesadas en el laboratorio con el fin
de determinar si tu mascota tiene una infeccion rickettsial y que agente rickettsial la esta
infectando.

Los riesgos que conlleva la toma de muestra son inflamacion y dolor de la zona de extraccion de
sangre. El beneficio de esta prueba es que al ser parte de esta investigacion su mascota obtendra
una prueba diagnostica avanzada llamada PCR la cual consiste en identificar por medio de
biologia molecular al agente causal de la infeccidn analizando su ADN.

Confidencialidad: la identidad del participante y el resultado de la prueba serdn mantenidos bajo
estricta confidencialidad y posteriormente se entregaré el resultado del examen a cada propietario.
Ni usted, ni los investigadores participantes en este proyecto, recibiran incentivo monetario ni
contraprestacion alguna por participar en este estudio.

Derechos: teniendo conocimiento de lo anteriormente leido, usted es libre de tomar la decision de
permitir la participacion de su mascota en este estudio, accediendo de forma voluntaria a los
requerimientos establecidos y tiene derecho a abstenerse de participar.

Tambien tiene derecho a reservarse informacion que considere y que no afecte el desarrollo de

esta investigacion.
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Su firma en este documento significa que ha decidido permitir la participacién de su mascota

después de haber leido y discutido la informacion referente al proyecto de investigacion expuesto

en esta hoja de consentimiento.

Nombre del participante:

Cédula de Ciudadania No. De

Firma:

Fecha:

He discutido el contenido de esta hoja de consentimiento con el arriba firmante.

Le he explicado los riesgos y beneficios del estudio.

Nombre del médico veterinario que remite la muestra:

Cédula de Ciudadania No. TP.

Firma
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Anexo C. Procedimiento de la prueba SNAP 4Dx Plus de IDEXX

1) Si los componentes estan almacenados en refrigerador se debe esperar a que se equilibren
a temperatura ambiente durante 30 minutos. No calentarlos.

2) Con la pipeta del kit, verter 3 gotas de muestra en un tubo de ensayo nuevo.
. (e

3) Afadir 4 gotas de conjugado al tubo de ensayo sosteniendo la botella en posicion vertical.

Eie

4) Tapar el tubo de ensayo y mezclarlo a fondo invirtiéndolo entre 3 y 5 veces.

s

5) Colocar el dispositivo sobre una superficie horizontal. Afadir todo el contenido del tubo
de ensayo en el pocillo de muestras, teniendo cuidado de no verter el contenido fuera de
dicho pocillo. La muestra fluird por la ventana de resultados, alcanzando el circulo de
activacion en aproximadamente 30-60 segundos. Es posible que quede algun resto de la
muestra en el pocillo. La muestra fluira por la ventana de resultados, alcanzando el circulo
de activacion en aproximadamente 30-60 segundos. Es posible que quede algun resto de

la muestra en el pocillo.
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T Pocillo de muesiras

Vantana de resultados

Circulo da activacion

6) En cuanto aparezca color en el circulo de activacion, presionar el activador con firmeza
hasta que quede al ras con el cuerpo del dispositivo. Nota: es posible que alguna muestra
no fluya hacia el circulo de activacién dentro de los 60 segundos, y, por lo tanto, el
circulo no se coloreara. En ese caso, presionar el activador después de que la muestra

haya fluido por la ventana de resultados

= & .
oo Ao

r
Correcto Incorrecto

7) Leer los resultados del anélisis cuando hayan pasado 8 minutos. Nota: Puede ocurrir que
el punto del control positivo desarrolle antes el color; sin embargo, la prueba no se habra

completado hasta que no pasen los 8 minutos.
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Anexo D. Proceso de purificacion de ADN

PROCESO DE PURIFICACION DE ADN CON EL KIT COMERCIAL THERMO
SCIENTIFIC GENEJET GENOMIC DNA PURIFICATION KIT #K0721, #K0722

o Se realiza una primera centrifugacion 5000 rpm, se elimina el sobrenadante, depositando
las células en un tubo de 1,5 0 2ml y se vuelve a centrifugar durante otros 10 minutos a
5000 rpm, volviendo a descartar el sobrenadante.

o Se re suspende el precipitado en 180ul de la solucion de digestion. A esto se le afiade
20p1 de solucidn de Proteinasa K, mezclando bien para obtener una suspensién uniforme.

o Se incuba la muestra a 56°C mezclando ocasionalmente hasta que las células se lisen por
completo (aproximadamente 30 minutos)

o Afadir 20ul de la solucién ARNasa, mezclar por agitacion y se incuba la muestra durante
10 minutos a temperatura ambiente.

o Se aflade 200ul de la solucion de Lisis de muestra, se mezcla bien por agitacion durante
15 segundos hasta que se obtenga una muestra homogénea.

o Luego se adiciona 400pl de etanol al 50% Yy se mezcla por agitacion o con la pipeta.

o Transferir el preparado lisado a una columna de GeneJET Genomic DNA Purification,
centrifugar el tubo durante un minuto a 6000rpm y luego poner en un tubo de 2ml

o Se debe afadir 500l del tampdn de lavado (con etanol incluido) y centrifugar durante 1
minuto a 8000 rpm, se desecha el filtrado y se pone de nuevo en el tubo de recogida del
kit

o Se adicionan 500ul del tampén de lavado Il (con etanol afiadido) al tubo GeneJET
Genomic DNA Purificacion. Se debe centrifugar durante 3 minutos a velocidad maxima
(>12000rpm).

o Se afiaden 200pl del tampon de elucidn al centro de la membrana de la columna del kit
para extraer el ADN genomico. Se debe dejar reposar durante 2 minutos a temperatura
ambiente y luego centrifugar durante un minuto a 8000rpm.

o Se debe usar el ADN genodmico de inmediato o si se va a usar después, se debe almacenar

a una temperatura de 20°C
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Anexo E. Preparacion de las garrapatas para la purificacion de ADN

Procedimiento realizado con las garrapatas por el Dr. Pedro Fernandez Soto en su

tesis

o Las garrapatas retiradas de un solo canino se depositaron en un tubo cerrado junto con
un algodén humedecido con agua. El tubo fue rotulado con los datos del animal del cual
se extrajeron los ectoparasitos y se enviaran lo antes posible para su estudio. En caso de
que no sea posible realizar el envio de forma rdpida seran preservadas y enviadas en
etanol al 70%.

o Tras su identificacion, los ejemplares seran descontaminados superficialmente mediante
inmersion en etanol al 70% durante 10 minutos.

o Luego de ser descontaminadas las garrapatas de cada animal, serdn seccionadas
longitudinalmente con bisturi estéril para permitir la salida del contenido interno el cual

se almacenara en tubos de 1,5ml, identificando nuevamente los mismos.
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Anexo F. Recoleccion de datos de los caninos
No. I0 B novEd epap Bl sexo Bl raza Bl cariBd 1 BH B2 BBl sEl Bl 7B s Bl oBd 1084 1183 otro

10 EPISTAXIS

11 EQUIMOSIS EN PIELY MEMBRANAS MUCOSAS

OTRO

94

Donde los sombreados con color verde

son procedentes de EI Espinal y los

sombreados de color azul son

1 CORBAT/ 2 H MESTIZO X 37,6 X
2 PITUFA 3 H MESTIZO X 38,7 X
3 ROLITA 1H MESTIZO X 37,8
4 PERRITO 2 M MESTIZO X 39,2 X X X MUCOSAS PALI
5 MINI 3 H MESTIZO 37,4
6 NEGRITA 3 H MESTIZO X 36,8 X
7 PATERA 1H MESTIZO 37,6 X X
8 DIABLA 5H MESTIZO X 37,8
9 CATIRE 4 H MESTIZO 39,5 X X
10 BARBITA 3 H MESTIZO 39,8 X X
11 TAZMAN 3 H MESTIZO BO) X
12 ROCCO 2 M APBT 38,6 X
13 PININA 3 H MESTIZO X 39,1 X X X
14 NATASH/ 2 H MESTIZO X 37,5 X
15 NINA 1H SHARPEI 38,8 X
16 DANGER 5 M MESTIZO 39
17 CARRUCI 3 H MESTIZO X 37,6 XX
18 LUNA 1H MESTIZO X 38 X
19 JOSEFA 6 H MESTIZO 38,7 X
20 LINDA 3 H MESTIZO X 38,5 X
21 GENECA 5 H MESTIZO X 38,6
22 BLANCA 8 H MESTIZO 39,8 X X ENCIAS SANGR
23 TIGRESA 4 H MESTIZO X 38,9 X X
24 KIRA 5 H RW 39 X X
25 RENZO 4 M RW 38,6
26 LEONA 6 H MESTIZO 39,9 X X X
27 NEGRO 6 M MESTIZO X 37,5
28 NIGA 3 M MESTIZO 36,8 X X X hematoquesia
29 CAFE 4 M MESTIZO 37,4 X
30 MOROCI 2 H MESTIZO X 37,8 X
31 MANCH/ 1H MESTIZO 37,7 X
32 NUBE 3 H MESTIZO 38 X
33 AMARGL 6 H MESTIZO X 37,6 X
34 AGATHA 3 H MESTIZO X 38,4 X
35 LUNA1 7 H MESTIZO X 37,5 X poliartritis
36 AQUILES 3 M RW 39,6 SM
37 NINA 6 H FP X 37,4 X
38 PECAS 3 H DALMATA 379 X
39 TOBY 2 M GOLDEN 36,9 X
40 PRINCES 5 H FP 37,8
41 BELLA 3 H MESTIZO 38,2 X
42 ROSA 2 H MESTIZO X 37,4
43 MECHUL 7 H MESTIZO X 39
44 TONA 3 H BULLDOG X 40 P,SM X ENCIAS SANGR
45 CANELA 4 H MESTIZO X 37
46 LUNA 2 5H FP X 37,6
47 LAICO 7 M BORDERC X 37,8
48 NATASH/ 9 H FP 374 X X X ENCIAS SANGR
49 KIRA 6 H FP 38,5 P,SM
50 MILO 2 M JACKR 39 X SM X X
1 FIEBRE
2 ANOREXIA
3 LINFOADENOMEGALIA
4 DESCARGA OCULONASAL
5 UVEITIS
6 SIGNOS DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
7 PERDIDA DE PESO
8 DEPRESION procedentes de La Mesa.
9 ESPLENOMEGALIA
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Anexo G. Signos con mayor relevancia y su presentacion en los animales estudiados

SIGNOS| 1| 2| 3| 4| 5| 6] 7| 8| 9| 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18] 19| 20| 21| 22| 23| 24| 25
1 X X XX [X X |X X X X [X [X X |IX |X |X
2 X X X X X [X (X
3 X X X
4
5
6 X X X | X |X X | X X |X X |X
7 X X XX |X X X X
SIGNOS |26]27|28(29|30|31|32|33|34|35(36|37(38|39(40|41|42|43(44)|45(46|47(48]|49(50
1 X X X X X (X
2 X X X X (X X X
3 X X X X X X X X (X
4 X X X
5 X
6 X X X X
7 X X [X X X X

Tabla 4. Signos encontrados en cada canino incluido en el estudio. Se organiz6 en dos tablas
debido al tamarfio que abarca. Teniendo en cuenta que los animales numerados del 1 al 23 son del
grupo 1 (La mesa) y del 24 al 50 del grupo 2 (El Espinal).
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Anexo H. Puntuacion de condicion muscular del comité de nutricion global del WSAVA,

utilizada en el Exdmen clinico de los caninos evaluados

“La puntuacion de condicion muscular se evalia mediante visualizacién y palpacion de la
columna, las escapulas, el craneo y las alas del ilion. La atrofia muscular tipicamente se nota
primero en los musculos epaxiales a los lados de la columna; la atrofia muscular en otras
localizaciones es mas variable. La puntuacion de condicion muscular se define como normal,
atrofia leve, atrofia moderada o atrofia grave. Notese que los animales pueden tener atrofia
muscular significativa incluso si tienen sobrepeso (puntuacién de condicién corporal (> 5). A su
vez, los animales pueden tener una puntuacion de condicion corporal baja (< 4) pero con minima
atrofia muscular. Por lo tanto, asignar tanto la puntuacion de condicion corporal como la de
condicion muscular en cada animal en cada visita es importante. La palpacion es especialmente

importante en casos de atrofia leve y en animales con sobrepeso. Un ejemplo de cada puntuacion

se muestra a continuacion.”

Masa muscular normal Atrofia muscular leve
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Anexo I. Analisis descriptivos de las variables de hemograma para los siguientes grupos segun
resultado de SNAP: 1) Caninos positivos solo a Ehrlichia ssp. 2) Caninos positivos a Ehrlichia
ssp. y Anaplasma ssp. 3) Caninos negativo a SNAP

D5z plives
=2 medlEal 5%
—_ Desviackin Limke
Wl thia Emortipien |- mBe RfErior|  superiorn WA I Wi o
LEUCOCITCS 1 F] 12578 55134 FRTER] 7571 17584 35 65
2 6 14 596 49431 =T 12,600 16593 50 63
3 15 14,393 BEE1E 16042 10,760 18.027 41 53
Tokl 50 14472 5 ER03 3034 12558 15 786 35 TEE
SRITROCTCE 1 ] 5444 302 3101 4728 5138 1] 67
2 6 5958 15398 03 5215 6701 20 25
3 15 5713 14510 3T4T 4910 E51T 27 i
Tokl 50 5,792 15838 140 5342 5242 20 a5
SEMOELODNA ] 11833 23801 7834 100,04 136,63 = 1528
2 6 13238 I85TE 7762 116,40 14837 45 16
3 15 12520 41864 10809 102,02 14838 =] e
Tokal 50 127.70 37T 5333 116,98 138,42 45 e
HEMATOCRITS 1 L] 3644 06327 08 3158 4131 ] 45
2 6 A0z 11840 02322 564 4521 14 B4
3 15 38T 10674 0ITIE 3236 4418 18 ]
Tokal 50 3906 10632 01504 3604 4208 14 3]
e 1 ] 55,00 3708 1236 65,15 70.85 &) 72
2 6 B35 3343 EST BT 26 5947 £ 75
3 15 & 80 EI3E 1610 6335 7025 51 75
Tokal 50 BT 26 4440 £2E EE.TO 5022 59 75
HCM 1 ] 7100 1653 553 19.73 3237 17 3
z 6 169 1258 247 21,18 2220 17 ]
3 15 113 29587 774 19,47 2278 17 =
Tokal 50 .40 14979 280 084 2196 17 |
oM 1 ] 31789 12534 4178 825 32TED 9 346
z 6 32238 10940 2146 3T AT 32680 58 338
3 15 31867 32086 8285 300,90 33644 83 437
Toml 50 32046 19622 2775 314558 32604 28 47
ROW 1 9 1433 1732 57T 13,00 1566 13 18
2 6 13,96 1183 237 1348 14,44 12 17
3 15 14 AT 990 256 1392 1502 i3 16
Tokl 50 14,18 1240 175 1383 1453 12 18
PLADUETAS 1 ] 28056 240585 a0.198 9562 46550 100 &850
2 6 23068 94360 18506 192,58 %581 ! a0
B 15 IEBAT 162062 41844 178,72 352 3 =3
Tolal 50 251.00 148224 20962 I8 EE 793,12 ] B350
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Descriptivos

la media al 95%
Desviacion Limite
SNAP N Media tipica Error tipico |Limite inferior|  superior Minimo Maximo
NEUTROFILOS "1 9 9,000 6,2913 2,0971 4,164 13,836 2,1 23,9
2 26 9,685 2,7666 5426 8,567 10,802 43 16,0
3 15 9,573 47671 1,2309 6,933 12,213 29 20,2
Total 50 9,528 4,1140 ,5818 8,359 10,697 2,1 23,9
LINFOCITOS 'l 9 2,644 1,1749 ,3916 1,741 3,548 1,1 4,1
2 26 3,781 2,6947 ,5285 2,692 4,869 5 12,5
] 15 2,980 1,5749 ,4066 2,108 3,852 3 58
Total 50 3,336 2,2069 3121 2,709 3,963 3 12,5
MONOCITOS n 9 522 ,2863 ,0954 ,302 742 1 1,1
2 26 558 2942 0577 439 677 1 13
'3 15 ,847 ,7120 ,1838 ,452 1,241 1 3,0
Total 50 ,638 4707 ,0666 ,504 172 1 3,0
EOSINOFILOS "1 9 433 ,3041 , 1014 ,200 667 0,0 8
2 26 573 3144 0617 446 700 2 16
'3 14 1,086 ,6803 ,1818 ,693 1,479 2 25
Total 49 ,694 ,5076 ,0725 548 ,840 0,0 25
Anexo J. Analisis de varianza realizado a las variantes de hemograma
ANOVA de un factor
Suma de Media
cuadrados gl cuadrtica F Sig.
LEUCOCITOS  Inter- 25 350 1| 25350 782 381
grupos
Intra- 1555,951 48| 32,416
grupos
Total 1581,301 49
ERITROCITOS Inter- 083 1 083 032 858
grupos
Intra- 122,834 48 2,559
grupos
Total 122,917 49
HEMOGLOBINA Inter- 373.399 1| 373.399 259 613
grupos
Intra- #5309 101 48| 1443940
grupos
Total 69682,500 49
HEMATOCRITO Inter- 002 1 002 212 648
grupos
Intra- 551 48 011
grupos
Total 554 49
VGM Inter- 8,181 1 8,181 410 525
grupos
Intra- 957,739 48| 19,953
grupos

www.manaraa.com



HCM

CGMH

RDW

PLAQUETAS

PROTEINAS

ALBUMINA

GLOBULINAS

NEUTROFILOS

LINFOCITOS

Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos

965,920
1,420

190,580
192,000
239,853

18626,567
18866,420
9,496

65,884
75,380
29665,781

1046886,219
1076552,000
152,075

2036,905
2188,980
54,177

1496,403
1550,580
387,791

3544,209
3932,000
2,576

826,745
829,321
971

237,685

49

48
49

48
49

48
49

48
49

48
49

48
49

48
49

48
49

48

1,420

3,970

239,853

388,053

9,496

1,373

29665,781

21810,130

152,075

42,436

24,177

31,175

387,791

73,838

2,576

17,224

971

4,952

,358

,618

6,918

1,360

3,584

1,738

5,252

,150

,196

99

,953

436

,011

,249

,064

,194

,026

,701

,660
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MONOCITOS

EOSINOFILOS

Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total
Inter-
grupos
Intra-
grupos
Total

238,655
,945

9,913
10,858
2,337

10,031
12,368

49

48
49

47
48

,945

,207

2,337

213

4,576

10,951

100

,038

,002
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Anexo K. Tabla de resultados de hemogramas

No. ID ~ LEUC ~ |ERITR ~* | HEM ~ HTQ ~ /VGNM ~ HCN - | CGMH ~ |RD\ * PLA(~ PE = ALl ~ | GLOE ~ |INEU ~ | LIN * /MC ~ |[EOS ~ |BASOFIL(
1 7,2 59 121 0,39 66 20 307 14 120 72 39 33 47 1,7 04 04

2 175 6,8 120 0,39 60 17 301 16 273 8 37 47 11,2 44 1,1 09
3 108 6,6 140 0,41 63 21 335 14 137 76 37 39 68 32 04 04
4 156 55 127 0,39 71 23 325 13 262 74 33 41 119 2,7 06 05
5 113 7,3 173 0,51 71 23 334 13 210 72 42 30 84 2 05 05
6 7,3 53 103 0,31 60 19 324 15 161 68 31 37 46 22 03 02
7 9,3 5,5 115 0,36 66 21 315 15 143 80 36 44 57 28 05 04
8 123 57 110 0,34 51 19 317 15 309 76 34 42 74 31 09 1
9 253 5 115 0,36 72 23 318 14 481 64 47 17 20,2 08 3 13
10 12,8 2,7 60 0,18 70 22 317 13 254 84 30 54 79 29 08 12 agl
11 17,3 6,2 146 0,44 71 23 325 14 171 78 49 29 116 42 09 07
12 17,4 2 45 0,14 74 22 304 14 364 80 34 46 11,8 45 0,7 03
13 16,6 4,5 81 0,28 62 17 283 16 686 56 37 19 95 48 07 17
14 13,1 6,2 151 0,46 75 24 323 14 352 66 38 28 9 25 05 1
15 24,9 7,5 222 0,51 69 29 427 16 414 78 44 34 16,9 4 15 25
16 245 3,2 73 0,22 71 22 320 15 255 76 38 38 98 12,5 1,2 1
17 10 3,9 85 0,28 72 21 299 16 275 70 46 24 6,4 3 05 01
18 12,7 6,8 131 043 63 19 300 17 501 72 35 37 94 19 04 09
19 17,7 8,4 146 0,46 60 17 313 17 370 78 37 41 11,3 42 07 16
20 17,2 7,3 166 0,52 70 22 319 13 204 80 40 40 129 29 05 09
21 18,7 6,9 145 0,47 68 20 306 14 245 82 40 42 12,7 36 07 1,7
22 5 4,9 111 0,37 75 22 298 15 24 78 40 38 43 05 01 02
23 19,2 81 183 0,59 73 22 306 14 169 84 38 46 104 58 12 19
24 4,8 4,3 95 0,3 70 21 308 14 81 78 27 51 39 03 01 04
25 14,8 6,7 145 0,45 67 21 320 13 200 66 35 31 107 34 04 03
26 26,8 4,6 104 0,33 71 22 312 13 458 84 38 46 239 1,1 1,1 08
27 13,6 6,3 146 0,45 72 22 319 13 132 76 34 42 8 41 07 08
28 13,7 58 132 0,4 69 22 325 14 201 68 38 30 96 33 04 04
29 151 6,7 148 0,45 68 22 323 13 200 76 31 45 92 45 09 05
30 185 6,4 147 0,45 69 22 326 14 210 74 38 36 126 43 09 07
31 8,3 31 69 0,22 69 21 313 13 165 78 40 38 55 22 03 02
32 10,7 6,1 135 0,42 69 22 321 14 247 68 33 35 72 2,7 04 04
33 135 6 139 0,43 70 22 322 14 210 83 28 55 8 46 05 04
34 174 6,6 151 0,46 70 22 323 14 201 80 32 48 12 42 05 0,7
35 10 3,9 93 0,27 70 23 333 14 239 8 36 52 82 1,2 03 03
36 26,3 4,2 92 0,29 68 21 313 15 142 78 28 50 14,2 103 13 05
37 16 5,7 102 0,31 60 17 319 18 850 80 53 27 128 26 05 02
38 8,6 5 115 0,36 71 22 318 14 279 74 35 39 7 1 03 03
39 129 6,3 135 0,42 67 21 318 14 205 80 35 45 81 36 06 06
40 15,2 7,1 160 0,47 67 22 335 12 2060 74 40 34 11,1 29 06 06
41 198 3 73 021 70 23 334 12 379 82 42 40 6 22 08 08
42 7,7 4,6 103 0,31 68 21 322 13 117 78 34 44 54 1,4 02 0,7
43 20,3 9,5 216 0,64 67 22 335 14 134 80 35 45 11 7,7 06 1
44 3,5 54 116 0,37 68 21 311 14 100 %0 41 49 21 1,2 01 0
45 13,4 6,8 152 0,46 68 22 327 14 200 72 41 31 103 21 04 05
46 10 7,4 161 0,47 63 21 338 14 174 83 31 57 63 31 02 04
47 11,5 7,1 162 0,48 68 22 331 13 200 80 39 41 77 32 02 03
48 15 8,2 185 0,58 70 22 317 14 283 84 31 53 93 44 08 06
49 134 6,7 159 0,45 68 23 346 13 245 86 51 35 8,6 4 05 03
50 4,1 3,9 81 0,27 68 20 298 15 111 78 33 45 2,9 1 02
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Anexo L. Protocolos de tincion usados para los extendidos sanguineos.

Protocolo de tincion de Giemsa

e Debe fijarse con metanol durante 1 minuto
e Sesumerge en la tincion de Giemsa durante 40 minutos
e Se lava con abundante agua

e Se deja secar
Protocolo de tincién de Diff Quick

e Se sumerge el portaobjetos en la solucion fijadora durante 20 segundos
e Se sumerge en la tincion 1 (xantinicos, colorante acidofilo) durante 20 segundos
e Sesumerge en la tincién 2 (tiazinicos, colorante basofilo) durante 20 segundos

e Se lava con abundante agua

e Se deja secar
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Anexo M. analisis de frecuencia realizado a los resultados SNAP con respecto a la raza, edad
y sexo

Andlisis de frecuencias

Frecuencia Snap-Raza.

SHAP
TOTAL NEGATIVO POSITVO
% del M % del M
Recuento Recuento | valido defila | Recuento |valido defila
RAZA APBT 1 ] 0,0% 1 100,0%
BORDER
COLLIE 1 ] 0,0% 1 100,0%
BULLDOG 1 0 0,0% 1 100,0%
DALMATA 1 ] 0,0% 1 100,0%
FP 5 ] 0,0% 5 100,0%
GOLDEN 1 ] 0,0% 1 100,0%
JACKR 1 1 100,0% ] 0,0%
MESTIZO 35 11 31,4% 24 68 6%
RwW 3 2 66, 7% 1 33,3%
SHARPEI 1 1 100,0% ] 0,0%

Frecuencia Snap- Raza.

i
B

m POSITIVO  m NEGATIVO

SHARPEI

RW

MESTIZO

JACKR

(I

=

DALMATA

=

BULLDOG

=

BORDER COLUE

=

0
|
0
|
0
H
0
H
0

APBT
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Frecuencia Snap-Edad

SNAP
TOTAL HEGATIVO POSITIVO

% del M % del M
Recuenta Recuento |wvalido defila | Recuento | valido de fila
EDAD 1 ano 5 1 20,0% 4 80,0%
2 afios 8 ] 37,5% 5 62,5%
3 arios 15 5 33,3% 10 66, 7%
4 afios g 3 £0,0% 2 40, 0%
5 afios B 3 50,0% 3 50,0%
6 afios B 0 0,0% B 100,0%
7 afios 3 0 0,0% 3 100,0%
8 afios 1 0 0,0% 1 100,0%
9 afios 1 ] 0,0% 1 100,0%

Frecuencia Snap-Edad.

HPOSITIVO m NEGATIVO

9 aiios - 1
0
8 afios - 1
0
720 N s
0
6 afios 0_ 6
3
3
5
3

[
o
S
o
1
IS
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Frecuencia de prueba Snap-Sexo.

Se puede observar en la siguiente tabla que del 100% (11) de perros machos la mayoria
tuvieron resultados positivos 81,8% (9), y 18,2% (2) tuvo resultados negativos. Y del 100% de
las hembras (39) el 67,7% (26) caninos fueron positivos en la prueba y el 33,3% (13) fueron

negativos.
SHAP
TOTAL HEGATIVO POSITIVO
%% del N %% del N
Recuento Recuento |wvalido defila | Recuento |wvalido defila
SEXO H 39 13 33,3% 26 66, 7%
11 2 18,2% ] 81,8%

Frecuencia snap-sexo.

B NEGATIVO mPOSITIVO

Frecuencia Snap-Sexo.
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Anexo N. Evidencias de los resultados de PCR

RESULTADOS BIOLOGIA MOLECULAR - Rickettsiales

No. REGISTRO CORPAVET | FECHA: HISTORIA CLINICA NOMBRE DEL PACIENTE
[M-16-(794-843 y 852-876| 27/10/2016 NR Tesis -Rickettsiales
ESPECIE RAZA: SEXO EDAD PESO
Canino Varias Razas HyM NR NR
FECHA DE NACIMIENTO |PROPIETARIO PROCEDENCIA
NR NR
REMITENTE TELEFONO/FAX CORREQ ELECTRONICO
Isabel Ricardo 3168279553 isaicop@gmail.com
Muestras remitidas
SaNGRE[ X | suemo[ | e[| Hisoronasal] |
Tubo EDTA Tubo seco Tubo seco Tubo seco
Teioos|__| MATERIA FECAL
cual: Recipiente convencional
HISTORIA
50 Muestras de Sangre y 25 muestras de garrapatas para la deteccion de agentes Rickettsiales en las muestras
remitidas.

RESULTADO BIOLOGIA MOLECULAR

NEGATIVO para dateccion del DNA de agentes Rickettsiales evaluados en las 75 muestras remitidas- Sangre y
Garrapatas.

794 | 795 | 796 | 797 | 798 | 799 | 800 | 801 | 802 | 803 |804 | 898 | (+)

1k

<~ Anaplasma sp. (429bp)

<-- Ehrlichia sp. (340bp)

250bp <~ Rickettsig sp. (252bp)

Téenica utifzada: PCR, Accupower Rickettsioles 3.Plex PCR kir. BIONEER.
PM: Patron de pezo molecular

734-843: Sangre CM-16-754-843

832-876: Garrapatas CM-16-832-E76

POS: Control positive

NEG: Control negativo

ALCANCE: Este rasuihods soic aplic ¢ io muastra recitid an & lsbortons

PADLA BARATD

Directora Cientifica

Celular 3158195881

Facha de registro: | Transcribe: Fecha envio a Dx molecular: Fecha envio Dir Cientifica:
10/10/16 MM 10/26/16 27/10/2016

www.manaraa.com



107

PCR Rickettsiales (foto 1)

PM | 794 | 795 |796 | 797 | 798 | 799 | 800 | 801 | 802 | 803 | 804 | 898 | (+)

PCR Rickettsiales (foto 2)

PM | 805 | 806 | 807 [ 808 | 809 | 810 (811 | 812 | 813 814 | 815 | 816 | 817 | 818
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PCR Rickettsiales (foto 3)
M |819 | 820 [821 |822 |823 | 824 | 825 |826 |827 |828 |829 |830 831 | 832 |

PCR Rickettsiales (foto 4)

PM | 833 [ 834 | 835 836 | 837 | 838 | 839 | 840 | 841 (842 | 843 | 852 | 853 | 854
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