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DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE HEMOTROPICOS (Babesia spp,
Ehrlichia canis y Anaplasma spp) EN CANINOS DEL CANTON CATAMAYO.



RESUMEN

Los hemotrdpicos son agentes microscopicos que viven y se reproducen en el sistema
circulatorio, por fuera o dentro de glébulos rojos o blancos. Las enfermedades que
producen son de gran importancia tanto por el impacto generado en la salud animal, como
por los problemas que pueden ocasionar en la salud humana, considerandose en tal
medida una amenaza a la salud publica. El presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivo principal determinar la presencia de hemotropicos en caninos del cantén
Catamayo, para ello se realiz6 el estudio de 115 pacientes caninos, atendidos en la
Veterinaria Dogtor, con sintomatologia a la enfermedad. Se utiliz6 el método de
microscopia optica, Tincion de Diff Quick®, obteniendo 47 casos positivos para Babesia
spp (40,9%), 50 casos positivos para E. canis (43,5%) y 30 casos positivos de Anaplasma
spp (26,1%); vy, a través del Test Rapido Cani V-4test Kit ®, se obtuvo 55 caninos
positivos para Ehrlichia canis (47,8%) y 47 pacientes positivos en caso de Anaplasma
spp (40,9%).

Al evaluar los factores de riesgo, Unicamente el sexo fue estadisticamente

significativo (p=0,043).

Palabras Claves: Test réapido, tincién, citologia. Diff Quick®, Babesia spp, Ehrlichia
canis, Anaplasma spp.
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ABSTRACT

Hemotropic are microscopic agents that live and reproduce in the circulatory system,
outside or inside red or white blood cells. The diseases that produce are of great
importance both for the impact generated on animal health, and for the problems that it
can cause in human health, being considered to such an extent a threat to public health,
being considered a threat to public health.

The main objective of this research work was to determine the prevalence of
Hemotropic in canines of the Canton of Catamayo, for this, a study of 115 canine patients,
attended at the Veterinary Dogtor, with symptomatology to the disease. Diff Quick
Staining® technique was used, obtaining 47 positive cases for B. canis (40,9%), 50
positive cases for E. canis (43,5%) and 30 positive cases of Anaplasma spp (26,1%);
through the Cani Rapid Test V-4test Kit ®, 55 positive canines were obtained for
Ehrlichia canis (47,8%) and 47 positive patients in case of Anaplasma spp (40,9%).

When evaluating risk factors, only sex was statistically significant (p = 0.043).

Keywords: Quick test, staining, cytology, Diff Quick®, Babesia spp, Ehrlichia canis,
Anaplasma spp.
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1. INTRODUCCION

Los hemotropicos como Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp son organismos
microscopicos que se reproducen en los vasos sanguineos, por fuera o dentro de gldbulos rojos
0 blancos, influyendo a cuadros de anemia, ictericia, fiebre, debilidad, depresion y disminucion
del nimero de plaquetas (Calvache, 2014). Por ejemplo la Babesia canis, tienden a realizar la
replicacion en los hematies, progresando a un desarrollo de anemia hemolitica intravascular o

extravascular (Couto & Nelson, 2020).

En los Gltimos afios, el interés por las enfermedades causadas por hemotrépicos se ha
incrementado en la Medicina Veterinaria, debido a la importancia en la deteccién y al
surgimiento de nuevos agentes patdgenos transmitidos por garrapatas (Couto & Nelson, 2020).
Ahora, considerando que agentes infecciosos descritos en otras zonas 0 regiones son
descubiertos en lugares muy diversos y distantes, posiblemente relacionados al cambio
climético y a la migracion de los propietarios y sus mascotas (Sarango, 2015).

La sintomatologia clinica y la presencia del vector como la garrapata en el animal,
constituye una orientacion para el médico clinico, que unido a otros métodos complementarios
de laboratorio, como pruebas rapidas permiten llegar a un diagnostico definitivo. En la
actualidad se dispone de multiples pruebas, como test rapido cani V — 4test Kit®, que por su
facilidad de utilizacién, el tiempo rapido de obtencion del resultado, ayuda en un diagnostico
temprano, lo que facilita la realizacion de un procedimiento terapéutico adecuado y seguro para
el paciente (Ettinger & Feldman, 2007).

El presente trabajo de investigacion permitié compartir informacién adecuada y actual de
la presencia de hemotrépicos denominados Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp, asi
mismo se efectud un analisis adecuado, que permita orientar correcta y eficazmente a los
Médicos Veterinarios y propietarios de las mascotas, con respecto a la identificacién, al control

y manejo correcto de la enfermedad.

Debido a la gran importancia de este grupo de afecciones por hemotropicos y la falta de

estudios realizados en la region sur del pais y al desinterés en el diagnostico clinico en las



veterinarias, se decidio realizar la presente investigacion, para lo cual se plantearon los

siguientes objetivos:

— Determinar la presencia de hemotrdpicos (Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp)
mediante el método de microscopia éptica utilizando la tincion de Diff Quick.

— Establecer la presencia de hemotrdpicos (Ehrlichia canis y Anaplasma spp) utilizando el
test rapido cani V — 4test Kit.

— Relacionar la infeccion por hemotrdpicos en caninos con la edad, raza, procedencia y sexo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Babesiosis canina

2.1.1. Definicion y Etiologia.

La Babesiosis canina es una enfermedad grave y a veces mortal, provocada por la
infeccion de un protozoario llamado Babesia canis que afecta a los eritrocitos (OPS, 2001). La
Babesia canis es un microorganismo piriforme que aparece en forma individual o en pares
dentro del glébulo rojo (Jefferies et al., 2003), es relativamente alargada, con una medida de
2,4 um x 5,0 um, (Camacho et al., 2003). Entre otros agentes etioldgicos causantes de la
Babesiosis en caninos tenemos: B. rossi, siendo la mas patdgena, B. vogeli es la
moderadamente patdgena, considera en Norteamérica el principal causante de infeccién en los

perros y B. gibsoni que es la menos patégena (Couto & Nelson, 2020).
2.1.2. Ciclo de vida de Babesia spp.

Segun Green, (2012) se afirma qué:

La Babesia spp, puede transmitirse en la naturaleza a través de la picadura del vector
garrapata o directamente entre hospedadores vertebrados. Mientras la garrapata se alimenta,
los esporozoitos se liberan de sus glandulas salivales y entran en el torrente sanguineo del
huésped vertebrado.

Luego se adhieren y son endocitosados por los eritrocitos. Una vez que estan en los
eritrocitos, se someten a reproduccion asexual y merogonia, y las células hijas pueden infectar
nuevos eritrocitos. Los eritrocitos infectados son ingeridos por una garrapata ingenua. No estéa
claro si la transformacion de merozoito a gameto (gametocito) comienza en el huésped
vertebrado o en la garrapata. En el intestino medio de la garrapata, la fase sexual de la
reproduccion ocurre cuando los gametos se fusionan para formar un cigoto. El cigoto invade
la célula epitelial del intestino de la garrapata y se produce una forma asexual de reproduccion,
la esporogona.

Las formas resultantes, ookinetes, abandonan la célula epitelial e invaden la glandula
salival o el ovario, donde participan en la transmision transestadial y transovarica,

respectivamente.



2.1.3. Patogenia
Segun Morgan et al. (2004), afirman qué:

La Babesia canis se trasmite por garrapatas Rhipicephulus sanguineus, transmision
sanguinea, equipos contaminados o a través de la placenta. Las garrapatas ingieren
merozoitos con los eritrocitos y se forman esporozoitos en la garrapata, los esporozoitos
se transmiten al perro cuando la garrapata se alimenta alrededor de unas 48-72 horas,
luego invaden en los eritrocitos para que su reproduccion sea por fision binaria y formen
merozoitos. A medida que el paréasito se replica en el interior de los eritrocitos aumenta
a fragilidad osmdtica y se produce hemolisis. La hipoxia grave y la respuesta
inflamatoria generada por la hemolisis provocan dafio tisular, disfuncion multiorganica,
CID (Coagulacion intravascular diseminada) y potencialmente la muerte. La
patogenicidad se ve afectada tanto por la cepa de Babesia como factores del

hospedador.
2.1.4. Hallazgos clinicos

Entre los signos clinicos se puede presentar un sindrome febril y hemolitico, lo que
origina cuadros importantes de anemia, hemoglobinuria, palidez de las mucosas e ictericia.
Entre los sintomas que se presentan estan: taquicardia, taquipnea, depresidn, anorexia,
debilidad, petequias, hepatoesplenomegalia, coagulacién intravascular diseminada, acidosis

metabolica, nefropatia (Thompson, 2008).
2.1.5. Tratamiento

El tratamiento consiste en dar sueroterapia intravenosa, sulfato de atropina,
dipropionato de imidocarb, dexametasona, y se recomienda llevar receta a casa complejo B,
tetraciclina inyectable y doxiciclina oral 10 — 15 dias. En perros con babesiosis la respuesta
positiva sucede en 24-48 horas, si no hay complicaciones. Es importante el control de las

garrapatas (Morgan et al., 2004).



2.2. Ebhrlichiosis canina
2.2.1. Definicion vy etiologia.

Conocida también como Ehrlichiosis Monocitica Canina (EMC) definiéndose como
una enfermedad multisistémica, de sintomatologia compleja y signos clinicos inespecificos que
afecta a los perros domésticos (Gonzélez et al., 2019) y su agente etiologico es la Ehrlichia
canis (ex-Rickettsia Canis), familia Rickettsieae (Front et al., 1988). Se considera un
microorganismo pleomérfico, cocoide gram negativo, aerdbico que no crece en medio
bacterioldgico estandar. Se caracterizan por la sobrevivencia intracelular obligada tanto en el
huésped vertebrado como en el vector invertebrado (Lopez et al., 1999). Entre otros agentes
etiologicos causantes de Ehrlichiosis canina tenemos: E. chaffenssis, E. ewingii, y

potencialmente E, ruminatium (Ettinger & Feldman, 2007).
2.2.2. Transmision

Como menciona Green, (2012), el vector artropodo de E. canis es la garrapata marron
del perro, Rhipicephalus sanguineus. Esta garrapata de un solo huésped se alimenta
referencialmente de perros en las tres etapas de su ciclo de vida y puede vivir en ambientes
interiores domiciliados en los que se alojan los perros. Experimentalmente, la infeccion
también ha sido transmitida por Dermacentor variabilis. EI modo de transmision es
transestadial, por lo que la infeccion se transmite a las etapas posteriores de la garrapata, pero
no a los huevos maternos de la siguiente generacion. Las garrapatas adquieren E. canis como
larvas o ninfas al alimentarse de perros rickettsemiantes y transmiten la infeccion durante al
menos 155 dias a los perros susceptibles. Esta capacidad permite que el patdgeno hiberne en la
garrapata y luego, en la primavera siguiente, permite que la garrapata infeste e infecte a los
perros susceptibles. La mayoria de los casos de CME ocurren durante la estacion calida cuando
la garrapata vector es abundante; sin embargo, la enfermedad puede ocurrir durante todo el afio
como resultado del periodo subclinico prolongado en animales infectados cronicamente. Aun
no se ha determinado el tiempo minimo necesario para que la garrapata se adhiera a transmitir

la infeccion por E. canis.



2.2.3. Patogenia

Morgan et al., (2004), mencionan que la ehrlichiosis con frecuencia se trasmiten por la
garrapata marron del perro (Rhipicephalus sanguineus). Las especies de Ehrlichia son parasitos
intracelulares estrictos que se replican en las células hospedadoras que provocan anomalias en
los leucocitos y plaquetas, infiltracion de los érganos parenquimatosos con células plasmaticas
y formacion de complejos antigeno-anticuerpo. En los estadios agudos de infeccidn es posible
que se produzcan manifestaciones clinicas, aunque también se producen infecciones
asintomaticas, todo depende del periodo de incubacion donde puede ser de 8 — 20 dias y las
manifestaciones aparecen tras dos — cuatro semanas. Puede producirse la resolucion
espontanea, la remision con tratamiento o la infeccidn subclinica persistente; éstas tienen una
duracién variable, y posiblemente persistente durante afios; puede haber microorganismos
persistentes y produccién de anticuerpos donde también es posible la desaparicion espontanea
de los microorganismos. La enfermedad puede convertirse en cronica, con las manifestaciones

clinicas descritas.

2.2.4. Hallazgos clinicos

Entre los signos clinicos que se presentan en Ehrlichiosis canina tenemos: Fiebre de 40
°C, anorexia, pérdida de peso, en este sintoma el canino presenta inapetencia paulatina, diatesis
hemorragica, linfadenomegalia, epistaxis, uveitis anterior y afeccion de la retina y

poliartropatia (Mufioz et al., 2015).
2.2.5. Tratamiento

Segun Lopez et al., (1999), recomiendan la administracion de tetraciclina u
oxitetraciclina y en el caso de infecciones crénicas con evidencia de falla renal, la doxiciclina.
La oxitetraciclina por via oral en dosis de 33 mg/kg tres veces por dia durante 2 - 4 semanas,
dependiendo del caso en particular, mas administracién de tratamiento de sostén (transfusion
sanguinea, electrolitos, vitaminas) de acuerdo a la necesidad. Doxiciclina en dosis de 10

mg/kg/dia por un mes en casos agudos y en casos cronicos por dos meses 0 mas.

Por lo general, se aprecia una respuesta al tratamiento a los 3 dias. Se recomienda el
control de pulgas y garrapatas (Morgan et al., 2004).



2.3. Anaplasmosis canina.
2.3.1. Definicion vy etiologia

La Anaplasmosis es una patologia producida por organismos pertenecientes al sbgrupo
a-Proteobacteria, orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, géneros Anaplasma (Dolz et
al., 2013). Estos microorganismos tienen formas bacilares, cocoides o pleomorficas,
presentando paredes tipicas de bacterias gramnegativas con ausencia de flagelos. Estas
bacterias tienden a ser muy pequefias, teniendo un diametro de 0,3 a 0,5 um, y una longitud de
0,8 a2,0 um (Bowman, 2011).

2.3.2. Transmision

Existen 2 formas de transmisién bioldgica de Anaplasma spp, la primera es de forma
transestadial, es decir de una etapa a otra por ejemplo del estado de larvas a ninfas y de ninfas
a adultos o intraestadial, es decir dentro de una etapa. El ciclo de desarrollo empieza en las
células del intestino medio, seguido de las células musculares del mismo, de la misma manera
infectando a otros tejidos de la garrapata, incluyendo las glandulas salivales, de donde la
rickettsiae se transmite al huésped vertebrado durante la alimentacion. En cada sitio de
desarrollo en la garrapata, el Anaplasma spp se multiplica dentro de las vacuolas o colonias.
Cada ciclo presenta dos estadios: la primera forma de Anaplasma spp. vista dentro de la colonia
es la forma reticular (vegetativa), que divide por fision binaria, formando colonias grandes que
pueden contener cientos de organismos. La forma reticular cambia a la forma densa, que es la
forma infecciosa y que puede sobrevivir fuera de las células de anfitrion. Los animales llegan
a ser infectados con Anaplasma spp cuando la forma densa es transmitida durante la
alimentacion de la garrapata a través de las glandulas salivales (Ulloa, 2018).

2.3.3. Patogenia

Couto y Nelson, (2020), afirman qué:

— Ladistribucién de Anaplasma phagocytophilum se debe a las garrapatas del género Ixodes.
El vector debe permanecer unido al hospedador al menos durante 24 o 48 horas para
trasmitir el microorganismo. Los signos clinicos suelen aparecer aproximadamente uno o
dos semanas después de la infeccion. Los neutrofilos (y en raras ocasiones los leucocitos)
fagocitan el agente, tras lo cual A. phagocytophilum impide la fusién del fagosoma con el

lisosoma, lo que le permite la multiplicacion en el fagosoma, confiriendo a los neutrofilos



un aspecto de moérula. La patogenia exacta de la enfermedad aln no se conoce, y no esta
claro porque algunos perros desarrollan los signos clinicos y otros no. No obstante el
potencial para provocar enfermedad podria relacionarse en parte con diferencias entre

cepas.

Anaplasma platys forma morulas en las plaquetas circulantes, se amplificado el ADN de A.
platys a partir de garrapatas especialmente de Rhipicephalus spp, habiéndose documentado
la trasmisidn transestadial en esta garrapata. Tras la inoculacion intravenosa, el periodo de
incubacién es de 8 a 15 dias. aunque la trombocitopenia ciclica y la parasitemia pueden
producirse en intervalos de 10 a 14 dias, el nimero de microorganismos y la gravedad de
la trombocitopenia pueden disminuir con el tiempo. A medida que avanza la infeccion, la
trombocitopenia puede ser grave pero es posible que no se detecte A. platys citolégicamente
0 mediante PCR en sangre. En los perros infectados en forma experimental se pueden
amplificar el ADN microbiano en la médula ésea y en los aspirados esplénicos.

2.3.4. Hallazgos clinicos

Los signos clinicos en los caninos son inespecificos, pudiéndose encontrarse individuos

asintomaticos.

A. phagocitophylum puede causar fiebre, linfadenomegalia, letargia, hinchazon y dolor
articular, signos neuroldgicos y hemorragias, pudiendo llegar a ocurrir la muerte.
Asimismo, ocurre trombocitopenia, linfopenia y elevacién de las transaminasas y en el caso
de,

A. platys, la trombocitopenia se deriva en un bacteriemia y trombocitopenia ciclica de 10 a
14 dias de intervalo, anemia no regenerativa, leucopenia e hipoalbuminemia (Rubio et al.,
2011).

2.3.5. Tratamiento

El tratamiento sintomatico consiste en la administracion de tetraciclinas como

doxiciclina 10 mg/kg/dia durante 3-4 semanas (ESCCAP, 2012), ademas de que el Unico

método profiléactico existente es el control del vector (Dolz et al., 2013).



2.4. Vectores
2.4.1. Garrapatas

Las garrapatas son considerados ectoparasitos hematdfagos localizados en anfibios,
reptiles, aves y mamiferos; éstas pueden actuar como vectores de microorganismos patogenos
como protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus que afectan a los animales domésticos y al
hombre, ademas de su potencial para provocar toxicosis, paralisis, irritacion y alergia a sus
hospedadores (Debéarbora et al., 2011).

2.4.2. Clasificacion taxonomica de las garrapatas duras y blandas.

Las garrapatas se encuentran divididas en dos familias: la Ixodidae, también conocidas
como garrapatas duras por poseer una lamina dorsal dura; la familia Argasidae, conocidas
como garrapatas blandas por carecer de la lamina dorsal y una familia intermedia llamada
Nuttalliellidae.

Tabla 1: Clasificacion taxondmica de las garrapatas duras y blandas.

Categoria Taxon
Phylum Artrépoda
Clase Arachnida
Orden Acarina
Suborden Ixodoidea
Familia Ixodidae Argasidae Nuttalliellidae

Ixodes Amblyomma
Anomalohimalaya
Bothriocroton
Cosmiomma
Dermacentor Argas Carios
Geénero Haemaphysalis Ornithodoros Nuttalliella
Hyalomma Otobius
Margaropus
Nosomma
Rhipicentor

Rhipicephalus

Fuente: (Polanco Echeverry & Rios Osorio, 2016)



2.4.3. Enfermedades principales y sus agentes transmitidos por garrapatas.

Las principales enfermedades hemoparasitarias causadas por las diferentes especies y

agentes tenemos:

Tabla 2: Enfermedades principales y sus agentes transmitidos por garrapatas.

. Agente
Garrapata (Especies) g . Enfermedad
(Especies)
Haemaphysalis longicornis-Haemaphysalis bispinosa B. gibsoni
Rhipicephalus sanguineus, B. vogeli L .
] o . ] Babesiosis canina
Dermacentor reticulatus- Rhipicephalus sanguineus, B. canis
Haemaphysalis elliptica Babesia rossi
Rhipicephalus sanguineus, Ehrlichia canis Ehrlichosis canina
o . Anaplasma ) )
Rhipicephalus sanguineus at Anaplasmosis canina
platy

Fuente: (ESCCAP, 2010) (Couto & Nelson, 2020)

2.4.4. Rhipicephalus sanguineus

Los representantes de este género carecen de ornamentacion, presentan ojos y festones;
el hipostoma y los palpos son cortos y parte dorsal de la base del capitulo es de forma
hexagonal. En la coxa | presentan fuertes espinas (Cordero et al., 2001).

Rhipicephalus sanguineus, comunmente llamada garrapata café del perro, garrapata
Kennel o garrapata de las perreras. El hospedador principal del adulto es el perro encontrados
en las orejas, nuca y entre los dedos, y los estados inmaduros generalmente se fijan en el cuello.
En infestaciones masivas, todos los estados pueden ser encontrados fijos a cualquier parte del

cuerpo cubierto con pelos.

Es una garrapata de tres hospedadores. La hembra pone hasta 5.000 huevos y la
incubacioén de éstos es de 7 a 67 dias. La larva se alimenta en 3 a 7 dias, la ninfa en 4 a 9 dias
y la hembra se alimenta en 6 a 50 dias. La larva sobrevive sin alimentarse hasta de 253 dias, la
ninfa hasta 183 y el adulto hasta 568 dias. En condiciones favorables, el ciclo de vida de esta
garrapata puede ser completado en 63 dias, por lo que en areas célidas se pueden producir

varias generaciones al afio (Mufioz & Casanueva, 2001)
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2.4.5. Dermacentor reticulatus

Son ornamentadas, tienen ojos, festones, la base del capitulo es rectangular y los palpos
son cortos. En los machos no existen placas ventrales y la IV coxa estd muy desarrollada. D.
reticulatus, es una especie higrofila, cuyos adultos son méas activos en los meses de primavera
y de otofio. Tiene un comportamiento endo-exdéfilo, segun el estadio. Los adultos parasitan a
grandes mamiferos (ungulados y mamiferos), las formas inmaduras son exclusivamente
endofilas y suelen parasitar a los roedores. Presentan un ciclo de tres hospedadores que tarde
en cerrarse aproximadamente 1,5 afios (Cordero et al., 2001).

2.5. Meétodos diagnosticos
2.5.1. ldentificacion microscépica

Este método permite la observacion de bacterias vivas, su morfologia verdadera, su

agrupacion, motilidad y hasta reproduccion segun la técnica empleada (Stanchi, 2012).

— Frotis Sanguineo

El frotis sanguineo permite el estudio cualitativo de los diferentes componentes
sanguineos, ya sea por cambios morfoldgicos (eritrocitos, leucocitos y/o plaquetas),
inclusiones intra o extracelular de parasitos 0 bacterias sanguineas; asi como también la
estimacion de recuentos indirectos de las plaquetas, y la valoracién de la formula diferencial

de leucocitos (Cowell et al., 2009).

Las tinciones de Romanowsky, son preparaciones policromicas, que tifien ciertos
grupos acidos de azul a purpura; los grupos basicos se tifien de rojo a naranja. Ejemplo de
tinciones que se basan en esta técnica, tenemos a: Tincion de Wright, Tincion de Giemsa, entre

otros.
— Tincidn de Giemsa

El fundamento de esta tincion trata a los elementos parasitarios intracelulares obligados
de las Rickettsias, a la coloracion de las células y su diferenciacion con los cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos y basofilos tipicos de estas bacterias (Stanchi, 2012). Las rickettsias
aparecen como pequefios microorganismos individuales azul-purpura, a veces en agrupaciones

0 como moarulas de hasta 4,0 um de diametro (Quinn et al., 2005).

— Tincién de Diff Quick
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Segun Biomed, (2021). se afirma qué:

Es un método de tincion diferencial que permite la observacion de las células
sanguineas. Debido a la interaccion entre los colorantes se pueden diferenciar los ndcleos y los
granulos de color violeta. Se trata de una modificacion de la tincion de Romanowsky, dando
un procedimiento basado en inmersiones mucho mas rapido.

En la observacién microscopica se obtiene los siguientes resultados:

Eritrocitos: color rosa palido.

Plaquetas: color violeta claro.

Neutréfilos: nucleo violeta oscuro, citoplasma violeta claro con granulos violeta oscuro.
Basofilos: nucleo violeta oscuro, granulos violeta oscuro.

Eosinofilos: nacleo violeta oscuro, citoplasma violeta con granulos rojizos- violeta.
Linfocitos: nucleo violeta oscuro, citoplasma un poco mas claro.

Monocitos: nucleo violeta oscuro, citoplasma un poco mas claro.

2.5.2. Método molecular

Considerado un método de diagnéstico molecular que detecta las secuencias de acidos
nucleicos caracteristicos por PCR, es un método utilizado para confirmar Ehrlichia spp. La
PCR es un método sensible que detecta ADN de Ehrlichia spp antes de que ocurra la

seroconversion por anticuerpos (Harrus & Waner, 2011).

En caso de Babesia spp. también se puede utilizar ésta técnica para buscar anticuerpos,
aunque puede ocurrir falsos negativos, ya que los niveles pueden ser bajos en las infecciones
agudas (Fisher & McGarry, 2007)

2.5.3. Serologia

Entre las técnicas seroldgicas tenemos la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el
ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) han sido por mucho tiempo un pilar
para confirmar la sospecha clinica de enfermedades hemoparasitarias. La prueba de IFI IgG
anti-E. canis indica exposicion a E. canis. La IgM es considerada un indicador fiable de
exposicion a B. canis pero no es considerado para E. canis debido al desarrollo inconsistente
de anticuerpos IgM durante el curso de la enfermedad. Para las infecciones agudas se
recomienda realizar dos pruebas de IFI consecutivas con una diferencia de 7 a 14 dias y un
aumento de cuatro veces en la segunda prueba con respecto a la primera se considera
infeccion activa. Los anticuerpos 1gG persisten por meses o afios después del tratamiento y de
la eliminacién de la bacteria (Gutiérrez et al., 2016).
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Con Respecto a Babesia spp luego de la primoinfeccion se puede detectar dos semanas
después los anticuerpos especificos y por tanto, las infecciones agudas pueden pasar
desapercibidas si se confia en esta técnica diagnostica. En la babesiosis canina, la prueba de
inmunofluerescencia indirecta (IFI) utilizando células infectadas de perros o procedentes de
cultivos celulares es el sistema mas utilizado. En zonas endémicas, la seropositividad no es
sinénimo de enfermedad y se puede dar en un nimero considerable de caninos que han estado

en contacto con el parasito pero que no estan enfermos (ESCCAP, 2012).

2.5.4. Test rapido de Inmunocromatografia.

Una membrana de nitrocelulosa o nylon se encuentran absorbidos en la linea de
reaccion anticuerpos contra el antigeno que buscamos y sobre la linea control anticuerpos
anticonjugado, de forma que cuando la muestra contiene antigeno, este fluye por la membrana
quedando retenido en la linea de reaccion. El conjugado, que también es un anticuerpo
especifico frente al antigeno que buscamos, estd marcado con una molécula de oro coloidal,
que también fluye por la membrana, es retenido por el antigeno en la linea de reaccion y por el
anticuerpo en la linea control. En el caso de muestras negativas que no contienen antigeno, el
conjugado es retenido Unicamente en la linea control. Estas técnicas son rapidas, obteniéndose
resultados en 15-30 minutos (Alonso et al., 2005).

El kit de prueba Anigen Rapid CaniV-4 es un inmunoensayo cromatogréfico
paradeteccion cualitativa de antigeno de Dirofilaria immitis, anticuerpo de Ehrlichia canis,
Borrelia burgdorferi anticuerpos y Anaplasma phagocytophilum/Anaplasma platys anticuerpo
en suero canino, plasma o sangre total. El kit de prueba rapida Anigen CaniV-4 tiene dos letras
que son la linea de prueba ("T") y el control (“C”) linea en la superficie del dispositivo. La
linea de prueba y la linea de control en la ventana de resultados no son visibles antes de aplicar
ninguna muestra. La linea de control es una linea de referencia que indica que la prueba se esta
realizando correctamente. La linea de control tiene que aparecer cada vez cuando se haya
realizado la prueba. Si los antigenos y/o anticuerpos diana estan presentes en muestra,
aparecera una linea de prueba violeta en la ventana de resultados. El antigeno o anticuerpo
recombinante altamente selectivo se utiliza como captura o detector en el ensayo. Estos son
capaces de detectar el antigeno de Dirofilaria immitis (HWAQ), anticuerpo de Ehrlichia canis
(E.canis Ab), anticuerpo de Borrelia burgdorferi (Lyme Ab) y Anticuerpo de Anaplasma
phagocytophilum/Anaplasma platys (Anaplasma Ab) en canino muestra con alta precision.

Presenta Sensibilidad 94.4% vs Necropsia, Especificidad 100% vs Necropsia (Bionote, 2016).
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2.6. Trabajos relacionados.

2.6.1. Diagnostico de Ehrlichiosis en perros procedentes de los barrios rurales del

canton Catamayo, a través del snap*4 Dx.

Se analizaron 80 muestras de sangre tomadas de caninos de los barrios rurales La Vega,
Monterrey, Trapichillo, Chichaca y EI Limon del canton Catamayo utilizando tubos vacutainer
con anticoagulante. El diagndéstico de Ehrlichiosis se realizé a través del SNAP*4Dx* vy el
porcentaje de Ehrlichiosis total fue de 56,25%. La prevalencia por barrios fue la siguiente:
barrio La Vega 81,25%; Monterrey 81,25%; Trapichillo 43,75%; ElI Limon 37,50%, y
Chichaca 37,50%. La prevalencia de Ehrlichiosis canina de acuerdo al sexo fue para los machos
de 52, 27% y del 61,11% para las hembras y por edad de 72% para los caninos mayores a un
afio de edad y del 30% en caninos menores a un afio. La técnica de tincion de Giemsa
diagnosticd solo el 15,6% de la enfermedad; debido a que esta técnica permite la visualizacion
de las morulas de Ehrlichia en frotis sanguineos s6lo en el 4% de los pacientes enfermos;
mientras que el 100% de los casos positivos en este estudio fueron detectados por el
Snap*4Dx* debido a que esta prueba posee una sensibilidad de 98.8% y una especificidad de
100%. Al clasificarse el género de los vectores transmisores de la enfermedad el 68 %
correspondio al géenero Rhipicephalus; atribuyéndose la alta incidencia de la enfermedad en

esta zona a su clima (Segovia, 2015)

2.6.2. Deteccion de Ehrlichia, Anaplasma, Borrelia, Dirofilaria en caninos
atendidos en la Clinica Veterinaria Animalopolis en Guayaquil.

Las hemoparasitosis son enfermedades que destruyen los eritrocitos de las mascotas,
generando cuadros graves de anemia, estados febriles y deterioro progresivo de la salud del
animal. Por lo general los agentes etioldgicos son rickettsias y protozoarios cuyo principal
vector es la garrapata. Se realizo un estudio de tipo observacional en caninos de diferentes
razas, edades y sexos consultados en el periodo mencionado; que a su vez presentaron signos
clinicos asociados a la infeccion trasmitida por hemoparasitos y que fueron positivos a la
prueba del cani V4. Se obtuvieron en total 65 muestras positivas, de las cuales se presento la
mayor afectacion por Ehrlichia canis presentandose en 35 animales que representan el 53.8 %,
seguido de Anaplasma en la que se detectaron 12 mascotas (18.5 %) afectadas por la patologia,
sin embargo, se presentaron 16 animales (24.6 %) con afectacion mixta de Anaplasma y
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Ehrlichia. En cuanto Anaplasma Lyme y Anaplasma Dirofilaria se encontrd un caso positivo

de mascota infectada respectivamente (1.5 %) (Alcivar, 2018).

2.6.3. Prevalencia de infecciobn por hemoparésitos de caninos que fueron
atendidos en una Clinica Veterinaria de la ciudad de Medellin, durante el
periodo comprendido entre agosto de 2011 y julio de 2013.

Las hemoparasitosis son enfermedades que causan destruccion de los globulos rojos de
los perros, generando cuadros graves de anemia, estados febriles y deterioro progresivo, los
agentes etioldgicos generalmente son bacterias Gram negativas y algunos protozoos, su
principal vector es la garrapata pero también se ha demostrado que puede transmitirse de
manera iatrogénica. Se realiz6 un analisis de tipo descriptivo retrospectivo en caninos de
diferentes razas, edades y sexos que consultaron en el periodo mencionado; que a su vez
presentaron signos clinicos asociados a la infeccion transmitida por hemoparasitos y que fueron
positivos a la prueba indirecta de SNAP 4DX®. Fue calculada la frecuencia de infeccion y su
asociacion a algunos factores epidemioldgicos utilizando las pruebas de Chi cuadrado y la
prueba exacta de Fisher. El 26,3% de los caninos presentaron infeccion para al menos un
hemoparasito siendo Ehrlichia canis el mas frecuente con 89,47 % (Isaza & Grajales, 2015).
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Materiales de campo:

— 115 caninos

— Bozales

— Termdmetro digital

— Fonendoscopio

— Balanza

— Historia clinica de la Veterinaria
— Magquina de cortar pelo

— Torniquete elastico.

3.1.2. Material de Laboratorio

— Tincion Diff Quick®

— Test rapido cani V — 4test Kit®
— Guantes de nitrilo

— Gradilla

— Jeringas 3ml

— Agujas hipodérmicas

— Portay cubre objetos

— Microscopio

— Torundas del algodén

— Alcohol al 70%

3.1.3. Ubicacién

El presente estudio se realizd en la Veterinaria Dogtor, ubicada en el barrio Isidro Ayora, en el
canton Catamayo, de la provincia de Loja, la misma que se encuentra a una altura de 1028
m.s.n.m, con una temperatura que oscila entre 15 a 32 °C, con humedad relativa de 90% y
precipitacion anual 120 mm (GAD, 2020).
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Los pacientes atendidos en la Veterinaria Dogtor proceden principalmente de las parroquias

urbanas y rurales del canton.

FAMILIA ROSA
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Fig. 1: Ubicacion de la Veterinaria Dogtor
Fuente: (Google, 2020)

3.1.4. Descripcion del estudio.

Se desarrollé un estudio observacional de corte transversal, realizado en la Veterinaria

Dogtor, a través de dos fases:

3.1.4.1. Fase de campo

La fase de campo consistid en la recepcion, revision del paciente y la ejecucion de la
anamnesis, considerando los signos caracteristicos para una enfermedad hemoparasitaria:
letargo, anorexia, deshidratacion, pelo hirsuto y sin brillo, entre otros. En esta fase se

recolectaron las muestras de sangre de los canes que llegaron a consulta.
3.1.4.2. Fase de laboratorio

En esta segunda fase se llevo a cabo la realizacion del frotis sanguineo con tincion de
Diff Quick®, para a continuacion proseguir con la utilizacion del Test rapido cani V — 4test
Kit®, los andlisis efectuados corresponden a las muestras de sangre recolectados en la fase

anterior; procedimientos realizados en la Veterinaria Dogtor.
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3.1.5. Tipo de muestreo, Tamario de la muestra y Factores de Exclusion.

Para la realizacion de la investigacion se considero un tipo de muestreo probabilistico.
Se tomaron 115 muestras de sangre (punta de oreja y vena cefélica), en todos los pacientes
caninos que llegaron a consulta en la Clinica Veterinaria Dogtor, con signos clinicos
compatibles a enfermedad hemoparasitaria independientemente de la edad, raza, sexo y
procedencia. Se excluyo a todos los pacientes que no presentaron signologia a la enfermedad
hemoparasitaria. EI nimero de animales se calculd, con ayuda del programa “Win Epi” ,
considerando la formula de deteccion de enfermedad, tomando en cuenta una poblacion
desconocida, una prevalencia esperada de la enfermedad del 50 %, un error absoluto del 10 %
y un nivel de confianza del 95 % (Thrusfield , 2007).

3.1.6. Toma de muestras.

3.1.6.1. Toma de muestra para observacién microscopica de Babesia spp, Ehrlichia
canis y Anaplasma spp

Para la obtencion de la muestra y realizacién de la técnica por Tincion de Diff Quick®

se procedié de la siguiente manera:

— Se depila la punta de la oreja y desinfectamos con una torunda de algodén con alcohol.

— Se punciona la punta de oreja con una aguja 0,6 mm. X 25 mm

— Con la ayuda de un portaobjetos tomamos una ligera gota de sangre que se vierte de la
punta de oreja.

— Una vez tomada la muestra en el primer portaobjetos, con ayuda del segundo portaobjetos
se distribuye la gota de sangre y extendemos sobre la superficie: se mantiene el segundo
portaobjetos en un angulo de 30 — 45° sobre la gota de sangre y movemos un poco hacia
atras hasta tocar la gotita de sangre, dejando que la sangre se extienda a todo el ancho del
portaobjetos, luego, se empuja con rapidez y suavemente hacia adelante, hasta el extremo
opuesto para crear el frotis, extendiendo la gotita en forma constante y uniforme para

formar una pelicula fina de sangre bien distribuida sin agujeros ni surcos.

3.1.6.2. Toma de muestra para la deteccion de Ehrlichia canis y Anaplasma spp

mediante Test Rapido de Inmunocromatografia
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Para la obtencién de la muestra y realizacion del test rapido cani V — 4test Kit®, se

procedio de la siguiente manera:

— Se depila la zona de la vena cefalica, desinfectando con una torunda de alcohol y realizando
un torniquete para facilitar la salida de la sangre.

— Se utiliza una jeringuilla de 3 ml, extraemos la sangre con succiones lentas y constantes,
hasta obtener 1 ml aproximadamente

— Se procede a colocar 2 gotas de sangre aproximadamente en el platillo de muestra, se

continud con el procedimiento sugerido del test.

3.1.7. Identificacion de los agentes (Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp)
mediante las caracteristicas morfoldgicas por microscopia con Técnica de
Tincion de Diff Quick

Muestra.

Una vez tomada la muestra se procedid de la siguiente manera

Procedimiento

A. Setiene listo el frotis, y se realiza una inmersion de 15 segundos en el Fijador, luego
drenamos el exceso de liquido sobre un pafio absorbente.

B. Se realiza una inmersion de 15 segundos en la Solucion 1 (Xantinicos). Drena el exceso
de liquido sobre el pafio absorbente.

C. Realiza una inmersién de 15 segundos en la Solucién 2 Tiazinicos. Drena el exceso de
liquido sobre el pafio absorbente.

D. Se lava ambas caras del portaobjetos con un chorro suave de agua.

E. Seca el portaobjetos al aire en posicion vertical.

F. Una vez seco, se coloca una gota de aceite de inmersion y se observa en el microscopio
(Biomed, 2021).

3.1.7.1. Fundamentos del Test rapido cani V — 4test Kit®.

Las pruebas rapidas para deteccion de antigenos por medio de un mecanismo no

especializado tiene como principio activo la inmunocromatografia.

La funcion de la inmunocromatografia es la migracion de una muestra a través de una

membrana de nitrocelulosa, la cual reacciona a la muestra cuando es afiadida en la zona del
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conjugado, la misma que esta formada por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos

de antigeno a detectar y un reactivo de deteccion (PorciNews, 2020).

El test rpido Cani V -4 Test Kit® tiene como:
Sensibilidad a HW 94,4%, E. Canis 97,6%, Anaplasma 88,5%, Lyme 93%
Especificidad de HW 100%, E. Canis 99%, Anaplasma 97,1%, Lyme 98% (Bionote, 2016).

Procedimiento de la prueba

A. Cuando la muestra y los kits de prueba se guardan en frio (2~8 °C), se coloca a temperatura
ambiente durante 15~30 minutos antes del uso.

B. Saque un dispositivo de la bolsa y ponga sobre una superficie horizontal.

C. Use el gotero como pipeta, tome la muestra y ponga 1 gota (10 ul) del fluido en el platillo
de muestra (S).

D. Cuando la muestra quede absorbida por completo en cada platillo de muestra (S), afiada 2
gotas (80ul) de separador respectivamente.

E. Lea los resultados de la prueba en 5~10 minutos. (Bionote, 2016)

3.1.7.2. Interpretacion de resultados del test rapido cani V — 4test Kit®

— Negativo: Una sola linea de color ROJO (linea de control) aparece en la parte central del
test (zona de control)

— Positivo: Ademas de la linea de control ROJO, también aparece otra linea ROJO en la zona
de resultado (linea de resultado).

— Invalido: Cuando la linea de control no aparece, independientemente de que aparezca 0 no
la linea de test (ROJA). Se recomienda repetir la prueba con la misma muestra y otro test
(Bionote, 2016).
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Fig. 2: Procedimiento e Interpretacion del Test Rapido Cani V — 4 Test Kit

Fuente: (Bionote, 2016)

3.1.8. Variables de Estudio

Las variables consideradas para el presente estudio fueron, una dependiente: Presencia
de Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp; como variables independientes del estudio
se considerd: la raza, edad, sexo y procedencia.

Los pacientes fueron categorizados en grupos raciales como mestizos y razas definidas de
acuerdo al fenotipo; en cuanto al sexo se clasifico a los pacientes en machos y hembras; y con
respecto a la edad, se crearon grupos etarios de la siguiente forma: cachorros (< 1 afio), jévenes
(1 a 3 afios), adultos (4 a 6 afios) y geriatricos (> a 7 afios); y por Gltimo la procedencia de los
animales con su respectiva parroquia del canton ya sea rural o urbana (Debraekeleer et al,.

2000).
3.1.9. Anadlisis Estadistico

Por medio de estadistica descriptiva se relacion6 la cantidad de canes positivos y
negativos a la presencia de Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp, empleando tablas
y/o figuras.

Adicionalmente se determin0 si existe asociacion estadistica entre la presencia de los
hemotrépicos, con la edad, raza, procedencia y sexo, a través de la prueba de bondad de ajuste
Chi cuadrado y modelos de regresién logistica, considerandose valores de p, inferiores o

iguales a 0,05 como estadisticamente significativos.
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Se organizo la informacion en hojas de calculo del programa Excel 2016 y luego se
procedio al andlisis de los resultados en el programa estadistico “R” version 3.6.2 de libre

acceso.
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4. RESULTADOS

Se presenta los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:

4.1. Presencia de Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp identificada mediante

Microscopia 6ptica.

Fueron analizadas 115 muestras de pacientes atendidos en la Veterinaria Dogtor del
cantén Catamayo mediante la técnica de Tincion de Diff Quick®, obteniendo como resultados
47 casos positivos para Babesia spp (40,9%), 50 casos positivos para E. canis (43,5%) y 30
casos positivos de Anaplasma spp (26,1%) (Tabla 3).

Es importante resaltar que algunos pacientes presentaron afeccion de dos agentes
hemotrdpicos en una misma muestra de estudio, como es el caso de la presencia de Babesia
spp — Anaplasma spp (10 casos positivos) y Ehrlichia canis — Anaplasma spp (2 casos

positivos)

Tabla 3: Presencia de Babesia spp, Ehrlichia canis y Anaplasma spp en caninos mediante
Tincion de Diff Quick.

Resultados Babesia % E._ o Anaplasma %
spp canis spp

Positivos 47 40,9 50 435 30 26,1

Negativos 68 59,1 65 56,5 85 73,9

Total # muestras 115

4.2. Presencia de Ehrlichia canis y Anaplasma spp en caninos mediante Test rapido
Cani V- 4test Kit®.

De las 115 muestras analizadas a través del Test Rapido Cani V- 4test Kit, se obtuvo 55
caninos positivos para Ehrlichia canis (47,8%) y 47 pacientes positivos en caso de Anaplasma
spp (40,9%) (Tabla 4).

Tabla 4: Presencia de Ehrlichia canis y Anaplasma spp en caninos mediante Test rapido Cani
V- 4test Kit®.

Resultados E. Anaplasma

. % %
canis spp
Positivos 55 478 47 40,9
Negativos 60 52,2 68 59,1
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Total # muestras 115

4.3. Factores de asociacion.

A continuacion se presenta los posibles factores asociados a la presencia de hemotrépicos

considerados para el estudio, los mismos que fueron: raza, edad, procedencia y sexo.
4.3.1. Factores de Riesgo para Babesia spp: segun raza, edad, procedencia y sexo.

Los resultados obtenidos mostraron que los pacientes caninos, a quienes se realizé la
identificacion microscopica para la observacion de Babesia spp, utilizando el método de
microscopia optica mediante la tincion de Diff Quick, resultaron afectados los cachorros en un
42,5%, mientras que los canes geriatricos tuvieron un porcentaje de infeccién menor con el
4,3%, segun la raza, hay un porcentaje de infeccion mayor en mestizos (72,3%) que en razas
definidas (27,7%), en cuanto a la procedencia resulté mayor el nimero de casos positivos en
la parroquia Catamayo (76,6%), seguido de las parroquias San José y El tambo (19,2% — 4,3%,
respectivamente), finalmente en cuanto al sexo, hay un porcentaje de infeccion mayor en
machos en un 68,1% que en hembras con 31,9%. Sin embargo, en este estudio, mediante el
analisis estadistico se logro determinar que ninguno de los factores representa un riesgo para

la presencia de Babesia spp (p > 0,05) (Tabla 5).

Tabla 5: Factores asociados a la presencia de Babesia spp mediante el método de microscopia

Optica utilizando la tincién de Diff Quick.

Variable Total Positivos % Negativos % P OR IC
Valor
Edad
Cachorro (< 1 afio) 55 20 42,5 35 51,5 0,541 0,71 0,24-2,10
Joven (1 a 3 afios) 38 17 36,2 21 30,9 0,984 1,01 0,32-3,12
Adulto (426 18 8 17 10 14,7
afios)
Ger|at~r|co (>7 4 2 4,3 2 2,9 0,840 1,25 0,14-10,94
afios)
Raza
Definido 32 13 27,7 19 27,9
Mestizo 83 34 72,3 49 72,1 0,974 1,01 0,44-2,32
Procedencia
Catamayo 86 36 76,6 50 73,5
San José 23 9 19,1 14 20,6 0,813 0,89 0,34-2,28
El Tambo 3 2 4,3 1 15 0,412 27,7 0,24-31,81
San Pedro 3 0 0 3 4,4 0,991 0,00 0,00 - Inf
Sexo
Macho 74 32 68,1 42 618 04871 132 0,60-289
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Hembra 41 15 31,9 26 38,2
TOTAL 115 47 40,9 68 59,1

4.3.2. Factores de riesgo para Ehrlichia canis: segun edad, raza, procedencia,

SEXO0.

Como resultado final, para la identificacion microscopica de Ehrlichia canis, utilizando el
método de microscopia Optica mediante la tincion de Diff Quick, resultaron afectados los
cachorros en un 46%, en caso de los pacientes geriatricos tuvieron un porcentaje de infeccion
menor con el 2%, al relacionar la raza, existié un porcentaje de infeccion mayor en mestizos
(70%) que en razas definidas (30%), en cuanto a la procedencia se obtuvo un mayor nimero
de casos positivos en la parroquia Catamayo (76%), seguido de las parroquias San José y San
Pedro (22% — 2%, respectivamente), finalmente en cuanto al sexo, hay un porcentaje de
infeccion mayor en machos con un 54% que en hembras con 46%. Mediante el analisis
estadistico se logro determinar que el riesgo de presentar Ehrlichiosis canina disminuye 0.44
veces en machos con relacion a hembras (OR=0.44; IC 95%=0.20-0.97), esta estimacién es
significativa (p = 0.043, menor a 0.05) (Tabla 6).

Tabla 6: Factores asociados a la presencia de Ehrlichia canis mediante el método de

microscopia éptica utilizando la tincion de Diff Quick.

Variable Total Positivos %  Negativos % P OR IC
Valor
Edad
Cachorro (< 1 afio) 55 23 46 32 492 0845 0,89 0,30-2,62
Joven (1 a 3 afios) 38 18 36 20 30,8 0838 112 0,36-3,47
Ad“;%oog a6 18 8 16 10 15,4
Ger'?g;‘;‘;(ﬂ 4 1 2 3 46 0483 041 0,03-481
Raza
Definido 32 15 30 17 26,2
Mestizo 83 35 70 48 738 0648 082 0,36-—1,87
Procedencia
Catamayo 86 38 76 48 73,8
San José 23 11 22 12 185 0,755 11,5 0,46 —Inf
El Tambo 3 0 0 3 4,6 0,991 0,00 0,00-Inf
San Pedro 3 1 2 2 3,1 0,712 0,63 0,05-7,23
Sexo
Macho 74 27 54 a7 72,3 0,043 0,44 0,20-0,97
Hembra 41 23 46 18 27,7
TOTAL 115 50 43,5 65 56,5
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4.3.3. Factores de riesgo para Anaplasma spp: segun edad, raza, procedencia y

SEXO0.

En pacientes caninos, a quienes se realizé la observacion microscopica para identificar
Anaplasma spp utilizando el método de tinciéon de Diff Quick, se logré determinar que los
cachorros fueron afectados en un 60%, mientras que los canes geriatricos tuvieron un
porcentaje de 3,3%, respecto a la raza, el porcentaje fue mayor en mestizos (80%) que en razas
definidas (20%), en cuanto a la procedencia los casos positivos fueron 70% para la parroquia
Catamayo, 13,3% - 10% - 6,7% para las parroquias San José, EI Tambo y San Pedro,
respectivamente; y, de acuerdo al sexo, hay un porcentaje de infecciébn mayor en machos con
un 70% en relacion a las hembras con 30%. Sin embargo, en este estudio, mediante el analisis
estadistico se logrd determinar que ninguno de los factores representa un riesgo para la
presencia de Anaplasma spp (p > 0,05) (Tabla 7).

Tabla 7: Factores asociados a la presencia de Anaplasma spp mediante el método de

microscopia éptica utilizando la tincion de Diff Quick.

Variable Total Positivos %  Negativas % OR IC
Valor
Edad
Cachorro (< 1 afio) 55 18 60 37 435 0,962 097 0,31-3,01
Joven (1 a 3 afios) 38 5 16,7 33 388 0,084 0,30 0,07-1,17
Adulto (426 18 6 20 12 14,1
afos)
Ge“ztgfsc)’ (>7 4 1 3,3 3 35 0,747 066 0,05-785
Raza
Definido 32 6 20 26 30,6
Mestizo 83 24 80 59 69,4 0,269 1,76 0,64—-4,82
Procedencia
Catamayo 86 21 70 65 76,5
San José 23 4 13,3 19 223 0479 065 0,19-213
El Tambo 3 3 10 0 0 0,990 0,00 0,00- Inf
San Pedro 3 2 6,7 1 1,2 0145 619 0,53-71,76
Sexo
Macho 74 21 70 53 624 0453 1,40 0,57-3/45
Hembra 41 9 30 32 37,6
TOTAL 115 30 26,1 85 73,9
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4.3.4. Factores de Riesgo en caso de Test Rapido para Ehrlichia canis: edad, raza,

procedencia y sexo.

Complementando el estudio, los resultados obtenidos permitieron identificar a

pacientes positivos mediante el Test rpido de cromatografia, este es el caso de Ehrlichia canis,

resultando afectados los cachorros con un 47,3%, mientras que los caninos geriatricos tuvieron

un porcentaje de infeccion del 1%, segun la raza, hay un porcentaje de infeccion mayor en

mestizos (67,3%) que en razas definidas (32,7%), en cuanto a la procedencia se obtuvo un

mayor nimero de casos positivos a pacientes pertenecientes a la parroquia Catamayo (74,6%),

seguido de las parroquias San José y San Pedro (23,6% — 1,8%, respectivamente); finalmente,

en relacion al sexo, hay un porcentaje de infecciébn mayor en machos con un 58,2% que en

hembras con 41,8%. Sin embargo, en este estudio, mediante el analisis estadistico se logr6

determinar que ninguno de los factores representa un riesgo para la presencia de Ehrlichia canis

(p>0,05) (Tabla 8).

Tabla 8: Factores asociados a la presencia de Ehrlichia canis mediante el Test rapido cani V—

4test Kit®.
Variable Total Positivos %  Negativas % v P OR IC
alor
Edad
Cachorro (< 1 afio) 55 26 47,3 29 48,3 0,841 0,89 0,30-2,60
Joven (1 a 3 afios) 38 19 34,5 19 31,7 1.000 1 0,32-3,06
Adulto (426 18 9 16,4 9 15
afios)
Ge“ztrz:)cs‘; (>7 4 1 1,8 3 5 0378 033 002384
Raza
Definido 32 18 32,7 14 23,3
Mestizo 83 37 67,3 46 76,7 0,263 0,62 0,27-1,42
Procedencia
Catamayo 86 41 74,6 45 75
San José 23 13 23,6 10 16,7 0,452 1,4 0,56-3,60
El Tambo 3 0 0 3 5 0,991 0,00 0,00 Inf
San Pedro 3 1 1,8 2 3,3 0,629 05 0,04-6,28
Sexo
Macho 74 32 58,2 42 70
Hembra 41 23 41,8 18 30 0,188 0,59 0,27-1,28
TOTAL 115 55 47,8 60 52,2
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4.3.5. Factores de Riesgo en caso de Test Rapido para Anaplasma spp: edad, raza,

procedencia, sexo.

Con respecto al estudio de pacientes positivos a Anaplasma spp, determinados con el
test rapido de cromatografia, se obtuvo 55,3% en cachorros, mientras que los pacientes
geriatricos presentaron una infeccion menor con el 4,3%, en relacion a la raza, hay un porcentaje
de infeccion mayor en mestizos (74,5%) que en razas definidas (25,5%), en caso a la
procedencia el mayor nimero de casos positivos fueron pacientes provenientes de la parroquia
Catamayo (74,4%), seguido de las parroquias San José, El Tambo y San Pedro (14,9% — 6,4% -
4,3%, respectivamente); y, en alusion al sexo, hay un porcentaje de infeccion mayor en machos
con un 66% que en hembras con 34%. Sin embargo, en este estudio, mediante el analisis
estadistico se logrd determinar que ninguno de los factores representa un riesgo para la
presencia de Anaplasma spp (p > 0,05) (Tabla 9).

Tabla 9: Factores asociados a la presencia de Anaplasma spp mediante el Test rapido cani V—
4test Kit®.

Variable Total Positivos %  Negativas % OR IC
Valor
Edad
Cachorro (< 1afio) 55 26 55,3 29 42,7 0835 1,12 0,38-3,26
Joven (1 a 3 afios) 38 11 23,4 27 39,7 0,256 050 0,15-1,63
Adulto (426 18 8 17 10 147
afos)
Ge“ztr:fs‘)’ (>7 4 2 4,3 2 29 0840 1,25 0,14-10,94
Raza
Definido 32 12 25,5 20 29,4
Mestizo 83 35 74,5 48 706 0,648 121 0,52-2,80
Procedencia
Catamayo 86 35 74,4 51 75
San José 23 7 14,9 16 235 0371 063 0,23-1,71
El Tambo 3 3 6,4 0 0 0,990 0,00 0,00 Inf
San Pedro 3 2 4,3 1 15 0390 29,1 0,25-33,39
Sexo
Macho 74 31 66 43 63,2 0,765 1,12 051-245
Hembra 41 16 34 25 36,8
TOTAL 115 47 40,9 68 59,1
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5. DISCUSION

Una vez obtenidos los resultados del estudio y analizando los 115 pacientes que llegaron a ser
atendidos en la Veterinaria Dogtor se demostré la presencia de 43,5% E. canis, 40,9% Babesia spp y
26,1% Anaplasma spp, las muestras fueron analizadas mediante método de microscopia Optica
utilizando la tincion de Diff Quick. La existencia de trabajos como el realizado por Dominguez (2011)
en la ciudad de Cuenca, a pesar de utilizar otra tincion como es la técnica con Giemsa en la identificacion
de los patdgenos, demostro una prevalencia mayor en caso de Ehrlichia canis 56,25%, 40,63% Babesia
canis y 3,13% de Anaplasma phagocytophilum, es importante recalcar que se realiz6 el estudio en todos

los caninos sin signologia a enfermedad y una poblacién de 560 pacientes.

Guerrero y Lazo (2019), en su investigacion realizada, refuerza la informacion sobre mayor
prevalencia en caso de Ehrlichia con 20,6%, Babesia 5,2% y Anaplasma 2,9%, en un estudio efectuado
con 384 animales del area urbana de Zaruma y Pifias. Las muestras se obtuvieron mediante puncién de
la arteria del pabellon auricular, realizando un frotis in Situ, para deteccion de hemoparasitos y
subsiguiente tincion de Giemsa. Es importante sefialar que la toma de muestra del pabellon auricular,
se efectud después de la fase aguda de la enfermedad, porque existe mayor posibilidad de encontrar

morulas de E. canis, B. canis y A. phagocytophilum en sangre periférica.

Asi también, Mejia y Fargas (2017), difieren en la informacidn presentada, reportaron en su
estudio de 59 canes, la mayor prevalencia para Babesia canis con 15,25%, en relacion a Ehrlichia canis
gue obtuvo 8,47%, se puede resaltar, que tanto en el género Babesia y Ehrlichia se identifico otras
especies como gibsoni (8,47%) y ewingii (3.38%) respectivamente, resultando una prevalencia por
género de 11.86% de Ehrlichia 'y 23.72% de Babesia.

Asi también, Isolina y Altamirano (2019), en su trabajo direccionado a establecer la prevalencia
de hemoparasitos como la Ehrlichia canis en una poblacién de 2532 pacientes, a través del uso de
prueba rapida inmunocromatografica (kit rapido), biometria hematica completa (BHC) mas
identificacion de hemoparasito por frotis sanguineo, demostraron que 832 pacientes (32.79%), fueron
positivos a hemoparasitos, de los casos positivos el 94.83% fueron diagnosticados por frotis sanguineo
y solo un 5.17% fue mediante inmunocromatografia. La Ehrlichiosis (Ehrlichia canis y Ehrlichia
ewingii) con un 94.48% resultaron ser los hemoparésitos con mayor prevalencia. Se puede considerar
que el porcentaje muy bajo para diagnostico por inmunocromatografia puede ser debido a la fase de la
enfermedad en la que se encontraron los pacientes en el estudio y a la época del afio, sobresaliendo en
época de invierno.

Poder observar el agente etioldgico resulta primordial, mas cuando tomamos en cuenta la etapa

que cursa la enfermedad, esto facilitaria su identificacion, ya sea por microscopia Optica o por
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inmunocromatografia, en casos agudos es posible observarlo en el frotis, en tanto que en etapas cronicas

muy raro su observacion e inclusive no puede visualizarse (Gallo, 2014).

Caraguay (2015), resalta la presencia de hemoparasitos en caninos, Ehrlichia canis, reportd,
una prevalencia de 56,25%, en el cantén Catamayo, utilizando un test SNAP*4 Dx®, la muestra de
sangre fue obtenida de la vena cefélica, utilizd pacientes que presentaron o no presentaron signos
clinicos de la enfermedad. Contrastando con los resultados del presente trabajo, de los 115 pacientes
analizados a través del Test Répido Cani V- 4test Kit®, se obtuvo para Ehrlichia canis 47,8% y en el

caso de Anaplasma spp 40,9%.

En estudios como el de Segovia (2015), a través del SNAP 4DX DE IDEXX, aporta datos
importantes sobre la ayuda en el diagnostico de enfermedades hemoparasitarias, evaluando 148
pacientes, encontrando la existencia de un 16,89% de prevalencia de hemoparésitos, en los pacientes
estudiados, de ello 56% Ehrlichia canis, 32% Anaplasma phagocytophilum.

Hoy en dia las pruebas de Elisa comerciales, facilitan un diagndstico precoz, rapido y de buena
Sensibilidad HW 94,4%, E. canis 97,6%, Anaplasma 88,5%, Lyme 93% y Especificidad de HW 100%,
E. canis 99%, Anaplasma 97,1%, Lyme 98%, como es el caso del Test Rapido Cani V - 4test Kit®
(Bionote, 2016), muy importante su uso al momento de detectar la presencia o ausencia de uno de los

agentes etioldgicos en estudio.

En cuanto al rango etario, la mayor prevalencia se detecté en los caninos de 0 a 11 meses de
edad (46%). Investigaciones como la de Dominguez (2011), Mejia y Fargas (2017), difieren con la
informacion expuesta anteriormente. En caso de Dominguez, los caninos menores a 1 afio resultaron
con un porcentaje de 1,96%, comparando con pacientes entre 1 y 5 afios (6,79%) y con 2,68% en caninos
mayores de 5 afios. En cuanto a Mejia y Fargas, la mayoria de canes infectados se relacionan a un rango
etario de 24 a 48 meses. Hay que considerar que los hemoparasitos, atacan a los animales en cualquier
edad, sin embargo como cachorro, tiene més riesgo de infectarse, debido a que las defensas son mas

bajas, situacion contraria a los caninos adultos.

En cuanto a la raza de los caninos, los resultados obtenidos en la investigacion, difieren con los
estudios realizados por Dominguez (2011) y Valarezo (2013), quienes reportaron que las razas puras
(9,29% y 2.14%), son mas sensibles a la presencia de hemoparasitos, contrastando los resultados con
las razas mestizas (3% y 1,5%). Es importante resaltar que los datos obtenidos pueden relacionarse a la
tenencia de mayor caninos mestizos por parte de las familias y a un manejo inadecuado de la parte

sanitaria de la mascota.

30



Con respecto a la procedencia de los animales, en el presente trabajo, se obtuvo una mayor
cantidad de casos positivos a Ehrlichia canis, en la parroquia Catamayo (74,6%), seguido de San José
(23,6%) y por Ultimo San Pedro (1,8%). Este resultado contrasta con la investigacion que realizé
Caraguay (2015), quien report6 a los barrios La Vega y Monterrey, que pertenecen a la parroquia

Catamayo con la mayor presencia de casos positivos a Ehrlichia canis (81,25%).

Vale recalcar, que en todos los sectores en estudio, se encontrd la presencia de hemoparasitosis,
estos resultados pueden estar relacionados, entre otros factores a la atencion que recibe la mascota,
medio ambiente, manejo inadecuado de ectoparasitos como garrapatas o la falta de conocimiento sobre
el riesgo que representa en la salud de los animales.

En relacién al sexo de los animales, los datos obtenidos en la presente investigacion, concuerdan
con Dominguez (2011), quien reporté una mayor afeccion en los machos (7.43%) que en hembras
(4,11%). Debemos resaltar que la presencia de hemoparasitos, no es una afeccion particular de los
machos, hay que considerar la afeccion de igual forma para ambos sexos. Segun Leon y Gémez (2008)

manifiestan que la enfermedad se presenta independientemente de la edad, el sexo y la raza.

31



6. CONCLUSIONES

Mediante el método de microscopia Optica, utilizando la tincion de Diff Quick®, al evaluar
las 115 muestras, se obtuvo un mayor porcentaje de casos positivos para Babesia spp, en

comparacion con Ehrlichia canis y Anaplasma spp.

De las 115 muestras analizadas, utilizando el Test Rapido Cani V - 4test Kit®, se demostrd

mayor presencia de Ehrlichia canis en comparacion con Anaplasma spp.
Se identifico mayor presencia de Hemotrdpicos en la parroquia Catamayo
La raza, edad y procedencia, no se consideraron como factores de riesgo para la presencia

de hemotrdpicos en caninos. El sexo se present6 como una variable estadisticamente

significativa.
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7. RECOMENDACIONES

Respaldar los resultados que se dan en la observacion directa (microscopia), a través de la
tincion de Diff Quick®, con la utilizacion del test rapido Cani V - 4test Kit®, al combinar

las pruebas para el diagndstico de Ehrlichia canis y Anaplasma spp.

Cumplir adecuadamente con el calendario sanitario y reforzar con las desparasitaciones

externas por la gran presencia del vector a enfermedades hemotrodpicas.

Se recomienda considerar los signos patognomanicos de la enfermedad por hemotropicos

en caninos.

Se recomienda, considerar que la ausencia de signos clinicos no significa que el paciente
esté exento de Hemoparasitos, por lo tanto una prueba de diagnéstico rapida, contribuiria

para descartar o afirmar la enfermedad.

Se sugiere que a los pacientes identificados como positivos a Hemotrdpicos, se les realice
pruebas posteriores cada cierto tiempo para determinar el estado de salud y asi evitar

reincidencia de la patologia.

Para investigaciones posteriores emplear pruebas de diagndstico con un mayor grado de
especificidad y sensibilidad, por ejemplo: serologia, pruebas enzimaticas, asi como
biometria hematica, que permitirdn conseguir una mayor seguridad en los resultados que

se obtengan.

Indagar més en la investigacion de hemotropicos no solo en caninos, sino también en
felinos, que es una especie con un alto grado de aceptacion en las familias y predispuesta a

la presencia de este tipo de enfermedades.
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9. ANEXOS.

Anexo 1: Historia Clinica de los pacientes.
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Anexo 2: Tincién de Diff Quick
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Anexo 3: Depilacion de la punta de la oreja para realizar frotis sanguineo
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Anexo 4: Puncion de la punta de la oreja con aguja de 16 % mm.
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Anexo 5: Realizacion del frotis sanguineo
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Anexo 6: Placa tefiida después del frotis sanguineo, tincion de Diff Quick. Lavado de la placa

Anexo 7: Observacion en el microscopio.
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Anexo 8: Ehrlichia canis en microscopio.
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Anexo 10: Toma de muestra (sangre) de la vena cefélica.
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Anexo 11: Colocacion en tubo vacutainer de la muestra
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Anexo 12: Colocacion de la muestra en el repositorio del Test Rapido cani V — 4test Kit

45



Anexo 13: Resultado positivo para Ehrlichia canis.

Anexo 14: Resultado positivo para Anaplasma spp.
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Anexo 15: Paciente con presencia de garrapatas.

Anexo 16: Paciente con ictericia.
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Anexo 17: Paciente con Ascitis.

Tabla 18: Paciente con Ulceras en la lengua, presenta problemas renales.
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Anexo 20: Tabulacion de resultados
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Paciente Sexo
1 MACHO
2 MACHO
3 MACHO
4 MACHO
5 HEMBRA
6 MACHO
7 HEMBRA
8 HEMBRA
9 MACHO

10 HEMBRA
11 MACHO
12 MACHO
13 MACHO
14 HEMBRA
15 MACHO
16 MACHO
17 HEMBRA
18 MACHO
19 HEMBRA
20 HEMBRA
21 MACHO
22 HEMBRA
23 MACHO
24 MACHO
25 HEMBRA
26 MACHO
27 MACHO
28 MACHO
29 MACHO
30 MACHO
31 MACHO
32 HEMBRA
33 MACHO
34 MACHO
35 MACHO
36 MACHO
37 HEMBRA
38 MACHO
39 MACHO
40 HEMBRA
41 HEMBRA
42 MACHO
43 HEMBRA
44 MACHO
a5 MACHO
46 MACHO
47 MACHO
48 MACHO
49 MACHO
50 HEMBRA
51 MACHO
52 HEMBRA
53 HEMBRA
54 MACHO
55 MACHO
56 MACHO
57 MACHO
58 HEMBRA
59 HEMBRA
60 MACHO
61 MACHO
62 MACHO
63 HEMBRA
64 HEMBRA
65 HEMBRA
66 HEMBRA

69 HEMBRA
70 MACHO
71 MACHO
72 HEMBRA

73 HEMBRA
74 MACHO
75 MACHO
76 MACHO
77 MACHO
78 MACHO
79 MACHO
80 HEMBRA
81 HEMBRA
82 HEMBRA
83 MACHO
84 HEMBRA
85 MACHO
86 MACHO
87 MACHO
88 MACHO
89 MACHO
90 MACHO
91 MACHO
92 MACHO
93 HEMBRA
94 HEMBRA
95 MACHO
96 MACHO
97 MACHO
98 HEMBRA
99 MACHO
100 HEMBRA
101 HEMBRA
102 HEMBRA
103 MACHO
104 MACHO
105 MACHO
106 HEMBRA
107 MACHO
108 MACHO
109 MACHO
110 MACHO
111 HEMBRA
112 MACHO
113 MACHO
114 MACHO
115 HEMBRA

Edad/Meses  CATEGORIA
8 CACHORRO
3 CACHORRO
7 CACHORRO
11 CACHORRO
12 JOVEN
5 CACHORRO
16 JOVEN
2 CACHORRO
27 JOVEN
10 CACHORRO
8 CACHORRO
48 JOVEN
4 CACHORRO
9 CACHORRO
15 JOVEN
36 JOVEN
84 GERIATRICO
12 JOVEN
14 JOVEN
8 CACHORRO
60 ADULTO
72 ADULTO
11 CACHORRO
36 JOVEN
6 CACHORRO
3 CACHORRO
13 JOVEN
18 JOVEN
180 GERIATRICO
12 JOVEN
12 JOVEN
11 CACHORRO
2 CACHORRO
14 JOVEN
24 JOVEN
8 CACHORRO
7 CACHORRO
4 CACHORRO
60 ADULTO
18 JOVEN
48 ADULTO
24 JOVEN
18 JOVEN
120 GERIATRICO
70 ADULTO
2 CACHORRO
11 CACHORRO
5 CACHORRO
CACHORRO
CACHORRO
CACHORRO
9 CACHORRO
12 JOVEN
16 JOVEN
18 JOVEN
36 JOVEN
12 JOVEN
15 JOVEN
21 JOVEN
28 JOVEN
32 JOVEN
60 ADULTO
2 CACHORRO
1 CACHORRO
3 CACHORRO
7 CACHORRO
80 ADULTO
60 ADULTO
48 ADULTO
48 ADULTO
18 JOVEN
20 JOVEN

we e

14 ADULTO
12 ADULTO
2 CACHORRO
2 CACHORRO
6 CACHORRO
5 CACHORRO
3 CACHORRO
3 CACHORRO
8 CACHORRO
18 JOVEN
32 JOVEN
48 ADULTO
2 CACHORRO
1 CACHORRO
1 CACHORRO
2 CACHORRO
8 CACHORRO
6 CACHORRO
4 CACHORRO
60 ADULTO
15 JOVEN
24 JOVEN
7 CACHORRO
8 CACHORRO
38 ADULTO
48 ADULTO
70 ADULTO
11 CACHORRO
120 GERIATRICO
15 JOVEN
1 CACHORRO
9 CACHORRO
20 JOVEN
7 CACHORRO
3 CACHORRO
18 JOVEN
28 JOVEN
14 JOVEN
48 ADULTO
4 CACHORRO
2 CACHORRO
5 CACHORRO
9 CACHORRO

Raza
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
DEFINIDO
DEFINIDO
DEFINIDO
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
DEFINIDO
DEFINIDO
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
DEFINIDO
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Anexo 21: Certificado de Traduccidén de Resumen
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