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ABSTRACT

Detection of antibodies against Ehrlichia canis in dogs of the main town of
Acayucan, Veracruz. Thesis presented by Erandi Yunuen Pineda Ramos and
Maria Elena Morales Morin, to obtain the title of Zootechnician veterinary Doctor;
developed wunder the management and consultancy of: MC. Ignhacio

Netzahualcoyotl Barajas Lopez.

Antibodies against Ehrlichia canis were detected, through a descriptive study, of
cross and observational type, in 35 canine specimens of different breeds, with a
history of infestation by Rhipicephalussanguineus, in the main town of Acayucan,
Veracruz; situated in 17°56'55”N and the 94°54°54"'W at 301 ft. above sea level.
Complete blood samples were obtained for the detection of antibodies using the
quick inmuno-migration test (Witness® Erlichis, Laboratory Symbiotic). 10
diseased animals were tested (Group 1), with at least one clinical sign associated
to E. canis, cared for in two clinics of the same town and at simple random 25
healthy animals (Group 2). In the group of the diseased specimens 30% were
detected positive and in the group of healthy animals an 8% was observed. In the
total population, 14% was found positive to E. canis. The statistical analysis
executed by the means of a software Epi-Info™, with data of Odds ratio, and of X2
demonstrated as a relative risk factor associated to E. canis, the size of the breeds
in group one (OR 1.5, X?<1) and to the phase by their age, in both groups (Group
one OR 1.667, X?<1 and Group two OR 1.36, X?<1). There were no significant
differences (P=0.05), regarding the breed, age, gender, habitat, or previous clinical

condition, diseased or healthy specimens.

Key words: Ehrlichia canis, inmuno-migration test, detection of antibodies,

Rhipicephalussanguineus







|. RESUMEN

Deteccidon de anticuerpos contra Ehrlichia canis en perros de la cabecera
municipal de Acayucan, Veracruz. Tesis Presentada por ErandiYunuen Pineda
Ramos y Maria Elena Morales Morin, para obtener el titulo de Médica Veterinaria
Zootecnista; desarrollada bajo la Direccion y Asesoria de: MC. Ignacio

Netzahualcoyotl Barajas Lopez.

Se detectaron anticuerpos contraEhrlichia canis, mediante un estudio descriptivo,
de tipo transversal y observacional, en 35 ejemplares caninos de diferentes razas,
con antecedentes de infestacién por Rhipicephalussanguineus, en la cabecera
municipal de Acayucan, Veracruz; situada entre los 17°56°55”N y los 94°54°54°0O
a 92 msnm. Se obtuvieron muestras de sangre completa para la deteccion de
anticuerpos por la prueba de inmuno-migraciéon rapida (Withess® Erlichis,
Laboratorio Synbiotics). Se muestrearon 10 animales enfermos (Grupo 1), con al
menos un signo clinico asociado a la E. canis, atendidos en dos clinicas
veterinarias de la misma localidad y en forma aleatoria simple 25 animales sanos
(Grupo 2).En el grupo de enfermos se detect6 el 30% de positivos y en el de
animales sanos se observl un 8%. En la poblacion total, el 14% se encontraron
positivos a E. canis. El analisis estadistico efectuado mediante el programa Epi-
Info™, con las pruebas de Odds ratio, y de X?, demostré como factores de riesgo
relativo asociado a E. canis, a la talla de la raza en el grupo uno (OR 1.5, X?<1)y a
la etapa por edad, en ambos grupos(Grupo uno OR 1.667, X’<1 y Grupo dos OR
1.36, X?<1). No hubo diferencias significativas (P=0.05), respecto a raza, edad,

sexo, habitat o condicion clinica previa, enfermos o0 sanos.

Palabras claves:Ehrlichia canis, prueba de inmuno-migracion, deteccién de

Anticuerpos, Rhipicephalussanguineus
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II.INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) reconocen 174 enfermedades zoonoéticas de las cuales el perro
(Canis familiaris) es capaz de transmitir 53 y dentro de éstas, existen cerca de 10
trasmitidas por medio de la garrapata (Otranto et al.,, 2010; Pan American

HealthOrganization, 2003).

Las infecciones transmitidas por garrapatas constituyen un tema emergente de
creciente interés mundial, en particular aquellas relacionadas a mascotas, por su
estrecho contacto con las personas, destacando las Ehrlichiosis, que es una
enfermedad sistémica causada por la RickettsiaEhrlichiaspp.Desde 1980, el
reconocimiento de la Ehrlichiosis como una enfermedad potencialmente fatal de
las personas, su amplia distribucion mundial, la identificacion de varias especies
relacionadas, pero distintas de E. canis, junto con la disponibilidad de técnicas de
diagndstico incluidas las moleculares sofisticadas, destacan la importancia capital
de los estudios epidemiologicos de esta entidad (Cohn, 2003)..

Se denominan enfermedades Rickettsiales a aquellas causadas por organismos
de la familia Rickettsiaceae; €éstos son microorganismos bacterianos
cocobacilares, pleomdérficos, gramm-negativos, aerobios, diminutos (0.3 x 1 a 2
pMm) e intracelulares obligados. Se encuentran los géneros Rickettsia y Ehrlichia,
de los cuales existen numerosas especies patdégenas para los animales y el ser
humano (Ettinger y Feldman, 2002).

Las enfermedades por Rickettsias patdgenas se pueden subdividir en seis grupos:
Fiebre maculosa, Tifus, Tifus de los matorrales, Fiebre Q, Fiebre de las trincheras
y Ehrlichiosis, cada grupo comprende una o mas entidades patolégicas. Estos
agentes se encuentran en todo el mundo; pueden ser transmitidos por vectores
como garrapatas, pulgas o niguas e inducir enfermedad que varia en intensidad

desde subclinica hasta cronica (Cohn, 2003; Murria, 1997).
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El presente trabajo se orient6 a la deteccion de anticuerpos contra Ehrlichia canis,
mediante una prueba de inmunodeteccion, asi como a la obtencion de
estimadores de relativos de riesgo por raza, edad, habitat y condicion clinica

previay sus posibles relaciones en animales sanos y enfermos.

ll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Definicion de Ehrlichia canis

Denominada asi, en honor al médico y bacteridlogo aleman Paul Ehrlich, premio
Nobel de Medicina en 1908. Esta Ehrlichiosis en su forma monocitica, es una
enfermedad infecciosa del perro, caracterizada por la reduccion de los elementos
celulares de la sangre. Es causada por el microorganismo Ehrlichia canis cuyo
vector y reservorio primario es la garrapata marrén (Rhipicephalussanguineus) del
perro (Quiroz, 2000).

3.2 Sinonimias

La enfermedad es también conocida como rickettsiosis canina, fiebre hemorragica
canina, enfermedad del perro rastreador, tifus de la garrapata canina, desorden
hemorragico de Nairobi y pancitopenia tropical canina, nombres que representan

diferentes designaciones de una misma enfermedad (Waner y Harrus, 2000).

3.3 Clasificacion taxondmica deEhrlichia canis

La Ehrlichiosis canina fue descrita por primera vez por Donatein y Lestoquard en
perros en Argelia en 1935, fue llamada en un inicio Rickettsia canis, pero mas

tarde fue renombrada en 1945 como Ehrlichia canis. El primer informe en las
I ——
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Antillas fue en 1957 en perros de la isla de Aruba, en EUA y en Sudamérica en
1962 (Donateinet al., 1937), y en 1996 se consignd por primera vez la presencia
de la enfermedad en México (Nufez, 2003). En 1957, Philip reagrupa los géneros
Ehrlichia(especie tipo Ehrlichia canis), Cowdriay Neorickettsiaen la tribu
Ehrlichieae(familia Rickettsiaceae, orden Rickettsiales). En 1980, la nomenclatura
de Ehrlichieae, Ehrlichiay Ehrlichia canis es incorporada a la Lista aprobada de
nombres bacterianos, lo que les confiere el estatus de nomenclaturas

publicamente validas (Ristic y Kreier, 1984).

El reconocimiento de la Ehrlichiosis como una enfermedad potencialmente fatal de
las personas a finales de 1980, provocd una intensificacion de la investigacion
centrada en estos organismos. El reconocimiento de varias especies relacionadas,
pero distinta de E. canis, junto con la disponibilidad de técnicas moleculares
sofisticadas, ha dado lugar a una serie de descubrimientos recientes en relacion
con estos organismos, que culmind en una reclasificacion extensa con cambios en

la nomenclatura (Quiroz, 2000).

La clasificacion taxondmica clasica se basaba en las caracteristicas morfoldgicas,
ecoldgicas y epidemioldgicas de las bacterias y en las manifestaciones clinicas de
la enfermedad que producen (Dumleret al., 2001; Brenneret al., 1993).

En un articulo publicado en el International Journal of Systematic and
EvolutionaryMicrobiology proponen una reorganizacion de estas especies a través
de la eliminacion de la familia Rickettsiaceaey la incorporacion de las especies de
la anteriormente denominada tribu Ehrlichieaea la familia Anaplasmataceae. Asi
los géneros: Ehrlichia, Anaplasma, Cowdriay Neorickettsiase incorporan a la
Familia Anaplasmataceaedentro del orden Rickettsialesy del
PhylumProteobacteria(Sumneret al., 1997; Zhang et al., 1997).

Basandose en la secuencia del gen 16S rRNA, las especies anteriormente
incluidas en los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Cowdriay Neorickettsiase

reorganizarian en cuatro grupos genéticos (Dumleret al., 2001).
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» Grupo 1: Amplia el género Anaplasma, incluyendo en él, ademas de las especies
hasta entonces incluidas, Anaplasmamarginale, Anaplasmacentraley
Anaplasmacaudatum, a las siguientes especies Ehrlichiaphagocytophila(hoy
llamada Anaplasmaphagocytophilum), Ehrlichiabovis(actualmente
Anaplasmabovis) y Ehrlichiaplatys(hoy Anaplasmaplatys). La especie tipo es A.
marginale (Yuet al., 2000; Dumleret al., 2001).

« Grupo 2: EI género Ehrlichiase amplia con la inclusibn de
Cowdriaruminantium(ahora Ehrlichiaruminantium). La especie tipo es E. canis;
otras especies de este género son E. chaffeensis, E. ewingiiy E. muris (Yuet al,
2000; Dumleret al., 2001).

* Grupo 3: El género Neorickettsia, cuya especie tipo es N. helminthoeca, quedaria
ampliado al incluirse en el mismo las especies Ebhrlichiaristicii vy
Ehrlichiasennetsu(que pasan a  denominarse N. risticii y N.

sennetsurespectivamente) (Yuet al, 2000; Dumleret al., 2001).

* Grupo 4: La especie Wolbachiapipientissera el Unico miembro del género
Wolbachia. Existe una elevada reaccién antigénica cruzada entre las especies del
mismo grupo, ya que comparten varios antigenos superficiales homélogos; sin
embargo, entre las especies de los diferentes grupos, ésta reaccién antigénica
cruzada es mucho menor (Yuet al, 2000; Dumleret al., 2001).

3.4 Distribucion Geografica de E. canis

En América del Norte, se menciona en un estudio realizado en 2,077 perros del
ejército de E.U.A., un 11% (233 casos) de seropositividad a E. canis(Skotarczak,
2003). Por su parte, en Missouri, diagnosticaron la Ehrlichiosis granulocitica
canina en 37 perros, determinando serolégicamente titulos contra dicho agente en
el 84% de los casos (Keefeet al., 1982).
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TABLA 1. Especies de Ehrlichiosis méas relevantes, grupo en el que se incluyen,

especie animal afectada, células diana y vector de transmision.

Especie

Hospedador

natural

Células infectadas in
Vivo

Vector invertebrado

Grupo de E. canis

E. chaffeensis | Humano, Monocitos/Macrofagos | Amblyommaamericanum
Ciervo
E. canis Céanidos Monocitos/Macrofagos | Rhipicephalussanguineus
E. muris Roedores Monocitos/Macrofagos | ?
E. ewiingi Céanidos Granulocitos Amblyommaamericanum
C. ruminantum | Rumiantes C. endoteliales Amblyommaspp.
Grupo de E. phagocytophila
E. equi Equidos Granulocitos Ixodes pacificus
E. Rumiantes Granulocitos Ixodes ricinus
phagocytophila
HGE* Humana Granulocitos Ixodes scapularis
E. platys Canidos Plaguetas ?
E. bovis, E.| Rumiantes Monocitos/Macr6fagos | Hyalomma,
ovina Rhipicephalus
A. marginale Vacuno Eritrocitos Varias especies
Grupo de N. helminthoeca
E. sennetsu Humana Monocitos/Macrofagos | ?
E. risticci Equidos Monocitos/Macréfagos | ?
N. helmintheca | Canidos Macrofagos Trematodo

(*HGE = Ehrlichiagranulocitica humana; Ledn y Gomez, 2007).

Deteccion de Anticuerpos contra Ehrlichia canis en Perros de la Cabecera Municipal de Acayucan, Veracruz. 6




En los Estados Unidos, la mayoria de los casos registrados han ocurrido en el
oeste, nordeste, sudoeste y sudeste del pais. Asi, en un estudio realizado en 1082
sueros de perros pertenecientes a varios condados del Estado de California,
(Cohn, 2003) refiere la presencia de E. equicon prevalencias que oscilan desde el
8.68% hasta el 47.3% (Brenes, 2011) y en Connecticut encontraron en 106 perros

muestreados, una frecuencia del 9.4% de casos positivos (Dagnone, 2003).

En Zimbawe, en un estudio realizado a 105 perros en el Hospital Veterinario de
Harare, demostraron una seropositividad del 52% a Ehrlichiaspp mediante
inmunofluorescencia indirecta (Matthewmanet al., 1993). En ltalia un muestreo de
423 perros resultd en el 20% de seroprevalencia a E. canis; asimismo,
Buonavogliaet al. (1995) refieren que de 25 animales con signos clinicos
sugestivos a Ehrlichiosis, 23 (92%) tuvieron niveles importantes de anticuerpos

contra dicho agente.

En el Hospital Animal de Yamaguchi, Japon, al analizar 430 muestras sanguineas
de perros dentro del periodo de abril de 1994 y julio de 1998, (Inokumaet al., 1999)
obtuvieron 4.7% de seropositividad a E. canis. En Turquia, se determind una
frecuencia del 20.7% de Ehrlichiosis en 284 perros de distintas regiones del pais.
En otro estudio efectuado en clinicas veterinarias privadas en Barcelona y
Zaragoza, Espafia, sefiala que en 288 animales muestreados, una frecuencia por

infeccion mixta de E. canis y Babesia canis del 12.84% (Breitschwerdt, 2007).

En una investigacién desarrollada en Tailandia en 49 perros que presentaban
fiebre, anemia o trombocitopenia, identificaron que el 3% de ellos, resulté con
elevados titulos de anticuerpos a E. canis. Mientras que en Inglaterra,
determinaron una seroprevalencia del 31% de E. canis en 176 animales

muestreados en clinicas y hospitales veterinarios (Inokumaet. al., 1999).

En un estudio realizado en Brasil, seleccionaron 129 perros para determinar la
frecuencia de E. canis asociada con anemia, trombocitopenia y presencia de

garrapatas; del total, 68 animales tuvieron fases evolutivas de R. sanguineus, 61
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padecian trombocitopenia; el 21% de los animales anémicos, tuvo Ehrlichiosis
(Dagnoneet al.2003).

En Mexicali, Baja California, se demostré en 30 perros muestreados, la presencia
de E. canis en el 93.3% de los animales estudiados (Morgan, 2002). Por su parte,
(Reyes,2004), en su investigacion realizada en la ciudad de Mérida, Yucatan, en
una poblacién de 120 perros obtuvo mediante frotis sanguineos y examenes

serologicos un 5% y un 44.15% de casos positivos a E. canis, respectivamente.

En México un estudio en 2,395 perros y observéd una seroprevalencia del 33.1 % a
Ehrlichia canis ycon la prueba seroldgica de ELISA, de 66 perros evaluados en el
estado de Veracruz obtuvo un 37.9 % de animales seropositivos (Nufiez, 2003),
mientras que (Reyes,2004), al analizar la informacién derivada de estudios
sanguineos enviados a un laboratorio de diagndstico veterinario particular, reporta
en la ciudad de Veracruz, Ver., la frecuencia de infestaciones simples por E. canis

en un 2.19% y en forma mixta con B. canis en un 6.45%

También en Veracruz, pero en el municipio de Boca del Rio, se reveldé por
identificacion de mérulas en 25 frotis sanguineos, un 2.9% de casos positivos a E.
canis durante el periodo 1999-2002 (Reyes, 2004). Comparativamente, otro
estudio efectuado en 100 perros atendidos en una clinica veterinaria de la ciudad
de Cardel, Veracruz, se encontré a través del diagndstico de frotis sanguineo un

5% de pacientes afectados con Ehrlichiassp(Ortega, 2005).

3.5 Ciclo biolégico de E. canis

La Ehrlichia se introduce en el animal hospedador como cuerpos elementales y
una vez en el torrente sanguineo, dependiendo de la especie que se trate, buscan
la célula diana (granulocitos, monocitos, plaquetas, etc.), se introducen en ella por
endocitosis mediada por un receptor o por fagocitosis, se multiplican pasando a

cuerpos iniciales y posteriormente a morulas. Las moérulas se disgregan en
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cuerpos elementales una vez que la célula infectada se rompe, e invaden nuevas

células hasta instaurar la parasitemia (Madiganet al., 2000).

Entrada

Cuerpo Elemental
0 primario

Cuerpo
inicial

Moruia

Liberacion

FIGURA 1. Desarrollo de la Ehrlichia en una célula infectada. (Carvajal de la
Fuente, 2000).

3.6 Vector

Ehrlichia. canis es transmitida por la especie de garrapata
Rhipicephalussanguineus. El término garrapata se aplica tanto a las blandas
(argasidos) como las duras (ixédidos). Las especies que parasitan con mayor
frecuencia a los carnivoros domésticos, son principalmente ixddidos o garrapatas
duras, ya que se caracterizan por tener un escudo, pequefio en las hembras y
grande en los machos. La especie Rhipicephalussanguineuspertenece al grupo de
las garrapatas duras y es el vector de la EhrliquiosisMonocitica Canina (Merck,
2004).
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Rhipicephalus sanguineus

Hembra Macho

FIGURA 2. Garrapata Rhicephalussanguineus. Vista dorsal, izquierda hembra,

derecha macho (Carvajal de la Fuente, 2000).

3.7 Ciclo biolégico de Rhipicephalussanguineus

El ciclo de R. sanguineuses de tres hospedadores, las hembras repletas realizan
una puesta aproximadamente de unos 4000 huevos, tras un periodo de
preoviposicion variable de 3-83 dias, en lugares protegidos de la luz y de la
desecacion. Las larvas eclosionan entre los 8-67 dias y después de un periodo de
maduracion, estan capacitadas para fijarse a un primer hospedador; esta fase
presenta un periodo de supervivencia que, en condiciones favorables, puede
sobrepasar los 253 dias. Entre los 3 y 7 dias post fijacion, la larva se suelta una
vez repleta o alimentada, y busca un lugar resguardado donde realizar su primera
muda (Merck, 2004; Montoya, 2008).

Las ninfas aparecen entre los 6 y los 23 dias después de la caida de la larva
repleta y, casi de forma inmediata, estdn preparadas para subir a un segundo
hospedador con el fin de volver a alimentarse. El tiempo que necesita para
alcanzar la replecién varia entre 4-9 dias, pasados los cuales la ninfa repleta se
suelta de su hospedador, cae al suelo y busca un sitio resguardado para realizar la
segunda muda a partir de la cual emergeran los adultos entre los 12-129 dias
después de la caida de la ninfa repleta; pueden sobrevivir mas de 568 dias en
espera de un hospedador (Merck, 2004).
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Tanto los machos como las hembras se fijaran a un tercer hospedador para
realizar la ingestion de sangre. Las hembras solo se fijan y succionan sangre una
vez, mientras que los machos se alimentan en forma intermitente y persisten mas
tiempo sobre el hospedador, para que la mayoria de las hembras queden
fecundadas. Estas, una vez alimentadas, caen al suelo y buscan un refugio donde
realizar la puesta. En condiciones favorables, el ciclo de R. Sanguineuspuede

completarse en 63 dias (Merck, 2004).

Garrapata adulta Huevos Larvas
Infectada o no infecizda Mo infectados Mo infectadas

ﬁ—' & —

Adulto .,. o i S T
infectado o - 'l"|l il = __r.:"‘|F - "
S Spdl BREHE gt i AT

3 i
gh' s e o

FIGURA 3. Ciclo biolégico de la E. Canis (Mac Beath, 2013).

3.8 Hospedadores

La existencia de una gran diversidad de especies de garrapatas descritas en los
carnivoros domeésticos, no significa que todas ellas utilicen de forma habitual a
estos hospedadores. La especie Rhipicephalussanguineusataca exclusivamente al
perro, cuando se encuentra en otro hospedador como el caballo, ganado o el

hombre, es porque esta muy asociada a perros. En otras areas del mundo, ha sido
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encontrada en una amplia variedad de mamiferos de tamafio medio y grande, asi

como en aves terrestres, reptiles y el hombre (Montoya, 2008).

3.9 Localizacién en el hospedador

En el perro, al estadio adulto se le encuentra comunmente en las orejas, a lo largo
de la nuca, del cuello y en el espacio interdigital. Los estadios inmaduros atacan el
cuello. En altas infestaciones, todos los estados activos pueden ser encontrados

atacando partes del cuerpo con pelo (Montoya, 2008).

3.10 Distribucion

Se cree que es nativa de Africa, y probablemente fue introducida en las Américas
en la época de la colonizacidén. Se ha encontrado a través del tropico y de areas
templadas del mundo, originado por la migracion del hombre y sus perros. La
distribucion geografica de las garrapatas obedece a varios factores, algunos son:
presencia del hospedador, humedad, tipo de suelo y vegetacién (Biberstein y Zee,
1994).

La regién zoogeograficaNeotropical esta constituida por las islas del Caribe, sur de
México, América Central y Sudamérica. Debido a su intima asociacion con el perro
y la ausencia de restricciones climaticas, R. sanguineusdebe ser considerada
como establecida en todo el Neotrdpico y es la predominante en areas urbanas
(Montoya, 2008).

Asi, la distribucion de la Ehrliquiosis guarda relacion con la del vector,
Rhipicephalussanguineusydebido a la infeccion subclinica cronica, un perro puede
ser transportado de una regién endémica a otra no endémica y luego desarrollar
las manifestaciones patoldgicas de la enfermedad afios después de la infeccion
inicial (Biberstein y Zee, 1994).
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Distribucién de Rhipicephalussanguineus en los Estados Unidos de

FIGURA 4.
América (Carvajal de la Fuente, 2000).
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Rhipicephalussanguineus (Carvajal de la Fuente, 2000).

;
FIGURA 5. Distribucion nacional en la republica mexicana de la garrapata
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3.11 Patogenia

La transmision en la garrapata ocurre entre estados de desarrollo, las larvas y las
ninfas se infectan al alimentarse de perros con enfermedad aguda o en estadio
subclinico.En la garrapata, la Ehrlichia canis se disemina desde el intestino a las
glandulas salivares a través de las células sanguineas. Al alimentarse, las
garrapatas inyectan en el lugar, las secreciones de las glandulas salivares
contaminadas con Ehrlichia canis(Pereira, 2012).

Los tres estados (larva, ninfa y adulto), son capaces de transmitir la enfermedad.
Se ha demostrado que las garrapatas pueden sobrevivir como adultos 155 a 568
dias sin alimentarse y transmitir la infeccion por 155 dias después de infectarse y
desprenderse del huésped. Este fendmeno permite a las garrapatas sobrevivir
durante el invierno e infectar a los huéspedes en la primavera siguiente(Font et al.,
1988).

Las garrapatas son mas abundantes durante las estaciones calidas, y la mayoria
de los casos agudos de Ehrlichiosis (EMC) ocurren durante esos periodos. Debido
a que la transmision de Ehrlichia canis es mecanica y no bioldgica, las
transfusiones de sangre infectada pueden también transmitir la Rickettsia. La
patogénesis de EMC incluye un periodo de incubacion de 8 a 20 dias, seguido de

una fase aguda, subclinica y a veces crénica (Barcal, 2006).

La fase aguda, dura entre 2 a 4 semanas. En ésta, el microorganismo ingresa al
torrente sanguineo vy linfatico y se localiza en los monocitos del sistema reticulo-
endotelial del bazo, higado y ganglios linfaticos, donde se replica por fision binaria.
Desde alli, las células mononucleares infectadas, diseminan a las Rickettsias via
sanguinea hacia otros érganos del cuerpo, especialmente pulmones, rifiones y

meninges (Biberstein y Zee, 1994).

Las células infectadas se adhieren al epitelio vascular, produciendo una vasculitis
e infeccion en el tejido subendoepitelial. EI consumo, secuestro y destruccion de
las plaquetas contribuyen a la trombocitopenia. Los recuentos leucocitarios son
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variables y la anemia, posiblemente relacionada con la supresion de la
eritrogénesis y destruccion eritrocitica acelerada, se desarrolla en forma

progresiva (Pereira, 2012; Waner y Harrus, 2000;Biberstein y Zee, 1994).

La fase subclinica ocurre entre las 6-9 semanas posinoculacion y se caracteriza
por la persistencia variable de la trombocitopenia moderada (cuenta de plaquetas
generalmente mayor a 50,000), la cual es un hallazgo comun en esta fase;
leucopenia y un descenso en el ndmero de los neutrofilos. Los parametros
eritrociticos no son afectados normalmente en esta etapa de la enfermedad y no

se manifiestan signos clinicos (Waner y Harrus, 2000).

A nivel experimental, los perros con inmunocompetencia adecuada erradican al
pardsito y no ingresan a la fase crénica. En la fase aguda es comun encontrar
garrapatas en el perro. En esta fase los signos pueden ser leves y no especificos,
aunque en algunos casos pueden ser severos. Los signos aparecen después del

periodo de incubacion y pueden durar de 1 a 2 semanas (Kakoma, 1996).

3.12 Signos clinicos

Se han descrito una gran variacion de signos clinicos, lo cual puede ser debido a
muchos factores, incluyendo diferencias en la patogenicidad entre las cepas de
Ehrlichia, infecciones concomitantes con otras enfermedades transmitidas por

garrapatas y el estado inmunitario del perro (Mayors Laboratorio, 2012).

3.12.1 Fase aguda. Se desarrolla de 1-3 semanas después de la picadura de la
garrapata infectada, los sintomas duran generalmente de 2-4 semanas debido a
gue la Ricketssia ingresa al torrente sanguineo y linfatico y se localiza en los
macrofagos del sistema reticulo-endotelial del bazo, higado y ganglios linfaticos,
donde se replica por fision binaria (Mayors Laboratorio, 2012).
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Desde alli, las células mononucleares infectadas diseminan las Rickettsias hacia
otros o6rganos del cuerpo. Los signos clinicos varian en severidad, pero
usualmente se resuelven espontaneamente aunque algunos perros pueden

permanecer con infeccidn subclinica (Rivaset al., 2010).

Los signos pueden incluir: depresion, letargia, anorexia, fiebre, linfadenomegalia,
esplenomegalia y pérdida moderada de peso; también pueden presentar
sangrado, petequias y equimosis en la piel y membranas mucosas, Yy

ocasionalmente epistaxis (Vargas, 2012; Mayors laboratorio, 2012).

Los signos oculares son frecuentes e incluyen uveitis, hipema, tortuosidad de
vasos retinales y lesiones corio-retinales focales. Puede haber desprendimiento de
retina y ceguera debido a hemorragias subretinales (Bayon et al., 1999;Horst-
Joachim, 1981).

3.12.2 Fase subclinica. El animal puede parecer normal o mostrar sélo anemia
leve, esta fase puede durar hasta cinco afios y el perro, o bien elimina la E. canis

del cuerpo, o la infeccién puede progresar a la fase cronica (S/AVetCentric, 2000).

Debido a la inmunosupresion, pueden documentarse infecciones bacterianas
secundarias y por protozoarios, neumonia intersticial, falla renal y pancitopenia.
Combinaciones de tendencias hemorragicas y algunos desordenes reproductivos,
como sangrado prolongado durante el estro, infertilidad, aborto y muerte neonatal.
También la polimiositis y artritis se relacionan con infecciones por E. canis, en los
examenes radiograficos se observan derrames articulares e inflamacion de los
tejidos blandos. Se sugiere que el bazo es el 6rgano donde permanece la
Rickettsia en los casos subclinicos. Se cree que los perros inmunocompetentes
son capaces de eliminar al agente durante la fase subclinica (Harrus y Waner,
1999; Lopezet al., 2012).

3.12.3Fase croénica. Los signos clinicos mas comunes en la enfermedad crénica

son debilidad, depresion, anorexia, pérdida cronica de peso, palidez de mucosas,
I ——
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fiebre y edema periférico, especialmente en miembros pélvicos y escroto. Al igual
que en la fase aguda puede presentarse petequias, equimosis dérmicas y de
membranas mucosas y sangrado por la nariz y algunos signos neurolégicos (Leon
y GOmez, 2007).

Algunos perros, persistentemente infectados, pueden desarrollar la fase severa
cronica de la enfermedad. No todos los perros desarrollan la fase crénica y las
condiciones que llevan al desarrollo de la misma, permanecen poco claras
(Rodriguezet al., 2010).

También pueden presentarse signos neurolégicos; estos debido a hemorragias,
infiltracion celular extensa y compresion perivascular de las meninges. Pueden
aparecer signos neuromusculares generalizados como polimiositis con
tetraparesia progresiva de aparicion aguda, hiporeflexia y consuncion muscular
(Mayors Laboratorio, 2012; Horst-Joachim, 1981; Bayon et al., 1999).

3.13 Tratamiento

El tratamiento de la Ehrlichiosis canina incluye medicamentos antirricketsiales y
cuidado de apoyo. Los farmacos que han tenido éxito sin tetraciclinas,
cloranfenicol, dipropionato de imidocarb y amicarbalina (Tabla 2). Con
anterioridad la tetraciclina y la oxitetraciclina se consideran los medicamentos
iniciales, se absorben con facilidad y proporcionan concentraciones sanguineas,

tisulares e intracelulares altas.

A fin de evitar la coloracién amarillenta de los dientes en erupcion, se recomienda
cloranfenicol para cachorros menos de cinco meses. Debe utilizarse en perros con
infecciones persistentes a pesar del tratamiento con tetraciclinas. Sin embargo,
debido a los riesgos de salud publica relacionados con el cloranfenicol y a que
interfiere de manera directa con la sintesis de hem y la médula osea, siempre que

sea posible hay que evitar administrarlo en perros anémicos o pancitopénicos.
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Tabla 2.Terapéutica antimicrobiana para Ehrlichiosis.

FARMACO ESPECIE | DOSIS ViA INTERVALO/HORAS | DURACION/DIAS
(mg/kg)
TETRACICLINA PERRO 22 PO 8 14-21
OXITETRACILINA PERRO 25 PO/IV 8 14-21
DOXICICLINA PERRO 5-10 PO/IV 12-24 10-21
GATO 10 PO 12 21
CLORANFENICOL | PERRO 15-25 | PO/SC 8 14
nv
D. IMIDOCARB AMBOS 5 IM UNA VEZ REPETIR EN DOS
O TRES
SEMANAS

Se usan antibiéticos como la doxiciclina (por su superior penetracion intracelular y
propiedades bacteriostaticas contra Rickettsias), durante un periodo de al menos 6
a 8 semanas en dosis de 10 mg/kg/dia, por 6 semanas en casos agudosy en
casos cronicos por 8 0 mas semanas y por lo general se produce una mejoria

dentro de las 24-48 horas de instaurado el tratamiento (Lépezet al., 1999).

Se recomienda el uso de corticoides como prednisolona por 2 a 7 dias, en dosis
inmunosupresoras (2 mg/kg) ya que la respuesta inmune desencadenada por la
enfermedad, en cierta forma es la responsable de la trombocitopenia y los demas
signos de la enfermedad, por lo cual disminuir o suprimir esta respuesta inmune
resulta beneficioso para el enfermo. En pacientes que no muestran mejoria clinica
después del tratamiento debe considerarse otra enfermedad que la agrava (Fontet
al., 1988).

Se administra tratamiento de sostén como fluidoterapia para la deshidratacion y/o
transfusiones sanguineas si el animal presenta un grave estado anémico o0 a

menudo es necesario administrar un plasma rico en plaquetas. El tratamiento es
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prolongado y se puede utilizar filgastrim o eritropoyetina para estimular la
produccion de eritrocitos (McLeod, 2012).

Después del tratamiento, los anticuerpos declinan gradualmente y se tornan
negativos entre los 6 y los 9 meses, aunque algunos perros mantienen los niveles
de anticuerpos altos de por vida, sin saberse si el microorganismo persiste en el
organismo, por lo que se supone que el paciente se ha recuperado de la infeccién
cuando resuelve la trombocitopenia, la hiperglobulinemia y otras anormalidades

clinicas y de laboratorio de forma progresiva (Mayors Laboratorio, 2013).

3.14 Prondéstico.

La importancia del diagnéstico temprano radica en el prondstico relativamente
bueno antes de que algunos de los perros entren en la fase crénica, misma en la
que el prondstico es grave. La enfermedad crénica es el estadio final del proceso
de enfermedad, este estado es generalmente mas facil de diagnosticar pero para
los perros que han llegado a esta fase el prondstico es reservado. Cuando se
produce supresion de la médula 6sea y hay niveles bajos de células sanguineas,
el animal no responde al tratamiento y podria morir por las infecciones bacterianas

secundarias o hemorragias incontrolables (Singlaet al., 2013; Harruset al., 1999).

Algunos animales con buena respuesta celular pueden superar la infeccién sin
necesidad de ser tratados; sin embargo, en la mayoria de los casos la enfermedad
progresa a una fase crénica cuya severidad es variable. Esta severidad depende
fundamentalmente del grado de afeccion de algunos 6rganos vitales. Los casos
con insuficiencia renal no suelen responder demasiado bien al tratamiento,
igualmente en ocasiones la médula dsea se puede afectar hasta el extremo de
presentarse una aplasia medular que produce un cuadro de pancitopenia que

suele desembocar en la muerte del animal (S/A VetCentric, 2000).
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IV. HIPOTESIS

En la cabecera municipal de Acayucan, Veracruz existen las condiciones
climaticas tropicales para que se desarrollen los vectores que transmiten el agente
causal de la Ehrlichiosis, aumentando la posibilidad de que la poblacion canina

desarrolle inmunidad humoral.

V. OBJETIVO

5.1 Objetivo general.

Identificar la presencia de anticuerpos contra Ehrlichia canis en perros de la

cabecera municipal de Acayucan, Veracruz.

5.2 Objetivos especificos.

¢ |dentificar la proporcion de perros positivos y estimar el riesgo asociado con

las caracteristicas de raza, sexo, edad y habitat.

e Comparar los casos detectados en dos grupos de individuos, enfermos y

sanaos.
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VI. MATERIAL Y METODO

Este estudio es de tipo descriptivo observacional ytransversal (Méndez, et. al.,
2000), se realiz6 en la cabecera municipal de Acayucan, Estado de Veracruz,
México. El muestreo, se efectlio en el mes de septiembre del 2013, en el que se
obtuvieron 35 muestras de sangre de perros que cumplieron los criterios de
inclusién descritos en la Tabla 2, y a los cuales se les realiz6 la prueba basada en
la técnica de inmuno-migracion rapida para la deteccion de anticuerpos anti-
Ehrlichia. Se contdé con el consentimiento informado de los propietarios de los
animales muestreados y con su ayuda, se elaboraron los expedientes clinicos de
cada animal (Formatosl.1y 1.2).

6.1 Caracteristicas fisiograficas del municipio

La localidad de estudio se ubica al suroeste del Estado, en la zona centro costera
sobre las llanuras del Sotavento, siendo sus coordenadas Geograficas:
17°56'54°'N y 94°54'54°0 a 92 msnm, en la regién Olmeca (INEGI, 2010). La
distancia aproximada por carretera a la capital del Estado es de 355

kilometros (Gobierno del Estado de Veracruz, 2012).

Su suelo es regular y del tipo luvisol y vertisol; el primero se caracteriza por la
acumulacion de arcilla y el segundo es duro y presenta grietas. Se destina
principalmente para la agricultura y la ganaderia; el uso del suelo para labor es de
20, 314 hectéreas, de agostadero 37,683 hectareas, de selva o acahual 850
hectareas y 606 de zona urbana (Gobierno del Estado de Veracruz, 2012). En el
municipio se ha estimado una densidad de poblacién de 128 habitantes/km? (50
934 habitantes en la cabecera municipal), con una superficie de 655.1 Kmz2, cifra
que representa el 0.9 % del total del Estado. Esta es una zona principalmente

dedicada a la ganaderia (bovinos de carne) y agricultura (INEGI, 2010).
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Su clima es tropical, con régimen térmico calido-regular con una temperatura
promedio de 26 °C; lluvias abundantes en verano y principios de otofio, siendo la
precipitacion pluvial media anual de 1,107 mm. Los ecosistemas que coexisten en
el municipio son el de selva alta perennifolia con especies de palmares, manglares
y pastizales. La fauna esta compuesta por poblaciones de armadillos, ardillas,
tejones y conejos (Gobierno del Estado de Veracruz, 2012). Esta caracterizacion,

es propicia para la presencia del vector.
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FIGURA 6. Mapa de localizacion del municipio de Acayucan, Veracruz (Gobierno

del Estado de Veracruz, 2012).
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6.2 Poblacion objetivo

Se ha estimado que a nivel nacional existe un perro por cada seis habitantes
(Lacroix, 2010), por lo que se estimO0 una poblacion de 8,486 perros en la
cabecera municipal de Acayucan, Veracruz de acuerdo al censo de habitantes en

esta localidad (Gobierno del Estado de Veracruz, 2012).

6.3 Material

Para la obtencion de muestras de sangre se utilizaron jeringas de 3 ml, tubos de
ensayo con anticoagulante EDTA, guantes de latex, termémetro, estetoscopio,
torundas con alcohol, expedientes para el registro individual de los animales
muestreados y 35 Kits de pruebas de inmunomigracion de la marca
Witness®Ehrlichia (Laboratorios Symbiotics) consistentes en 1 placa-test

individual, frasco de solucion tampoén y pipetas.

El kit WITNESS® EHRLICHIA emplea un antigeno de E. canis que permite
identificar los anticuerpos especificos en los perros infectados con Ehrlichiosis; la
muestra conteniendo anticuerpos (sangre entera con anticoagulante, suero o
plasma), se pone en contacto con particulas de oro coloidal. EI complejo asi
formado migra en una membrana antes de su captura por una razon reactiva en el
cual su concentracion genera la formacion una banda de color rosa, claramente
visible. Una banda de control, situada al final de la membrana, permite asegurarse
de la correcta realizacion de la prueba. Se ha establecido una sensibilidad de
94.3% y una especificidad de 100% en esta prueba (Waner y Harrus, 2000;
Mayors Laboratorio, 2012).
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6.4 Método

Para el estudio, la poblacién total de 35 animales se dividié en dos grupos. El
grupo uno estuvo conformado por diez ejemplares que manifestaban uno o mas
signos relacionados con la Ehrlichia canis (Tabla 15), que fueron identificados por
los Médicos Veterinarios de dos clinicas en la localidad. El grupo dos se integr6 en
forma aleatoria con veinticinco perros clinicamente sanos, de acuerdo a los
criterios de inclusion (Tabla 16). Para dicho muestreo, la cabecera municipal de
Acayucan, Veracruz, se dividi6 en cinco cuadrantes partiendo del centro y

muestreando cinco perros por cuadrante (Figura 7).
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Figura 7.Division en cuadrantes de la cabecera municipal de Acayucan, Veracruz

(Gobierno del estado de Veracruz, 2012).
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TABLA 3.Criterios de inclusion y exclusion.

CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE EXCLUSION

Mayores de un afio de edad

Muestra de sangre en mal estado

Con propietario

Perros sin propietarios

Expediente completo

Datos incompletos del animal

Historial de garrapatas

Sin autorizacion de los propietarios

6.5 Procedimiento

Se tomaron muestras de sangre periférica venosa por venopuncion (vena cefalica

o safena) de perros (Canis familiaris) conforme a la NOM-062-Z00-1999 y cuyos

propietarios refirieron haber estado expuestos al vector de la enfermedad en

estudio, en este caso la garrapata Rhipicephalussanguineus.

IMAGEN 1. Obtencion de muestra de sangre.
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La sangre obtenida de cada perro fue inmediatamente depositada en un tubo con

EDTA mezclandose cuidadosa y uniformemente.

IMAGEN 2. Tubo con la muestra de sangre

Con la pipeta se tom6 una gota de sangre del tubo y se depositd en la placa de del

kit; una vez que la sangre migré6 en la membrana, se agregaron 3 gotas de

solucion tampén.

IMAGEN 3. Placa para la prueba de IMAGEN 4. Depdésito de sangre y gotas
inmuno-migracién rapida Witness® de solucién tapon en la placa para la

Ehrlichia(Laboratorios Symbiotics). prueba de inmuno-migraciéon rapida
Witness® Ebhrlichia.
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Enseguida se dej6 reposar la muestra en un lugar plano por 10 minutos para
después proceder a la lectura del resultado, siendo negativa la prueba solo si la
segunda marca se tornaba rosa ya que ésta es s6lo de control y, positiva si

también la primera marca se tornaba rosa.

IMAGEN 5. Placa para la prueba de IMAGEN 6. Placa para la prueba de
inmuno-migracién negativa Witness® inmuno-migracion positiva Withess®

Ehrlichia, Laboratorios Symbiotics. Ehrlichia, Laboratorios Symbiotics.

6.6 Disefo estadistico

Toda la informacion del estudio fue consignada en una bitdcora de registro manual
y posteriormente se verificod individualmente, codificandose en una hoja electronica
de célculo, para su procesamiento estadistico, mediante la utilizacién del software
especializado: “Epi-Info™, 2013, del CDC (Center forDiseases Control and
Prevention, por sus siglas en inglés). Se calcularon los valores “Odds Ratio” como
estimadores del riesgo relativo (Rada, 2007), para las variables independientes:
raza, sexo, edad y habitat dentro de cada uno de los grupos evaluados;
construyendo tablas de contingencia. Para establecer la comparacion entre grupos
y entre variables independientes, dentro de cada grupo de estudio, se empled la
prueba estadistica de X? (Ji o Chi Cuadrada) con la correccién de Yates. La
significancia estadistica se estableci6é a una Probabilidad <0.05.
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6.7 Definicion de variables

Todas las variables independientes se consideraron como cualitativas y discretas,
debido a la distribucién de observaciones (Tabla 14 del anexo) y se definieron de

la siguiente manera:

-Raza. Se agruparon en tres categorias, considerando la talla, en pequefas,

medianas y grandes. Las razas evaluadas se indican en la tabla 15 del anexo.
-Sexo. Se consideraron machos y hembras.

-Edad. Se agruparon en tres categorias, considerando de 1 a 3 afios como

jovenes, de 4 a 9 afios adultos y de 10 o mas como geriatricos.

-Habitat. En este caso las categorias fueron dentro de la casa, patio o libres (calle)

para el grupo dos. Para el grupo uno se consider6 casa y patio.

La evaluacién estadistica (OR y X% se realiz6 con todas las comparaciones
posibles dentro de cada grupo de estudio (uno y dos) y entre ellos.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Grupo uno

Se muestrearon 10 perros que presentaban al menos un signo clinico compatible
con Ehrlichiosis. Siendo la presencia de petequias y linfadenomegalia los signos

clinicos mas frecuentes (Tabla 15 del anexo).

TABLA 4. Casos positivos por talla de las razas a E. canis, en el grupo uno
(animales enfermos).

RAZA PEQUENAS (P) MEDIANAS GRANDES (G)
(talla) (M)

n % n % N %
POSITIVOS 1 50 1 20 1 33
NEGATIVOS 1 50 4 80 2 66
TOTAL 2 100 5 100 3 100
OR P*G=1.5 P*M=2.5 M*G=0.75
G P*G=0.3125 P*M=0.0175 M*G=0.1778

7.1.1 Talla de la Raza. Como se observa en la tabla 4, se detecté un 30% de
animales positivos para el conjunto de todas las razas y dentro de cada subclase o
categorias (tallas pequefias, medianas y grandes) la frecuencia absoluta fue igual,
aunqgue no la relativa (%), dado que el nimero total de observaciones fue diferente

dentro de cada una de ellas.

Asi, la talla de la raza fue un factor de riesgo significativo (P<0.05), al comparar las
de talla pequefa (P) y grande (G), asi como pequefia y mediana (M), pero no
cuando se compararon las medianas con las grandes, con valores de OR=1.5, 2.5
y 0.75, respectivamente (Tabla 4). Entre subclases o categorias de las razas no

hubo diferencias significativas (X*<1; P=0.05).
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Los hallazgos, mostraron evidencia de la presencia de anticuerpos en las tallas de
las razas de perros (pequefias, 50%; medianas, 20% y grandes, 33%). Siendo la

tendencia de casos positivos en el orden mencionado.

Al contrastar estos resultados, se constaté que son consistentes con lo indicado
por (Nyindoet al.1991), quienes sefalaron que existe una susceptibilidad a E.
canis en la raza Pastor Aleman, pero no con su afirmacion de que los perros de
razas grandes muestran mayor riesgo de presentar la enfermedad con respecto a

las razas pequenfias; en el presente estudio, la tendencia fue contraria.

En la revision efectuada, no se encontraron estudios a este respecto.Desde luego,
y como se menciond previamente, existen muchos factores asociados a la
presencia de la enfermedad, pero aqui se destaca que todos los animales, con
independencia del tipo racial, comparten el mismo entorno.La distribucion racial

para este grupo se muestra en la siguiente grafica.

TALLA DE LAS RAZAS DEL GRUPO UNO

PEQUENAS, 2, 20%

GRANDES, 3, 33%

BRE DE
CATEGORIA],
[VALOR],
[PORCENTAJE]

FIGURA 8. Porcentajes de acuerdo a la raza en el grupo uno.
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7.1.2 Sexo. No representd un factor de riesgo para la presencia de anticuerpos
contra E. canis,ni tampoco se observaron diferencias (P=0.05) entre machos y
hembras (Tabla 5).

Tabla 5. Casos positivos a E. canis, por sexo en el grupo uno.

SEXO HEMBRAS MACHOS OR=0.7778
n % n %

POSITIVOS 2 25 1 50

NEGATIVOS |6 75 1 50 X?=0.02976

TOTAL 8 100 2 100

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, concuerdan con estudios previos,
(Nyindoet al., 1991) respecto al sexo, como factor irrelevante para la presencia y
susceptibilidad a la afeccién (Sainz et al., 2000). Asi, tanto machos como
hembras, son afectados por igual por E. canis. La grafica siguiente muestra la
distribucién por sexo, de los animales de este grupo incluidos en la deteccién de

anticuerpos.

SEXO DE LOS PERROS EN EL GRUPO UNO

MACHOS, 2, 20%

FIGURA 9. Distribucion por sexo de los perros en el grupo uno.
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7.1.3 Edad. Como se indica en la Tabla 6, se encontré que esta variable se estimé
como un factor de riesgo asociado a la presencia de anticuerpo para E. canis
(P<0.05), solo al comparar los animales jévenes contra los adultos (OR=1.667);
pero las diferencias entre animales jovenes, adultos o geriatricos no fueron

estadisticamente significativas (X?<1;p=0.05).

Tabla 6. Casos positivos a E. canis de acuerdo a la etapa de edad.

EDAD JOVENES (J) | ADULTOS (A) | GERIATRICOS (G)
n % n % n %
POSITIVOS |2 50 1 25 0 0
NEGATIVOS | 2 50 3 75 2 100
TOTAL 4 100 4 100 2 100
OR J*G=0 J*A=1.667 A*G=0
X? J*G=0 J*A=0 A*G=0

En estos resultados, llama la atencién el hecho de que en los animales de mayor
edad (Geriatricos) no se detectaran casos positivos, lo cual pudo deberse tanto al
tamafio de muestra, como a la posible resistencia adquirida por estos individuos.
Por el contrario, y como cabria esperar, se observaron mayores frecuencias de
casos positivos en animales jévenes (50%) que en adultos (25%); hecho que se

explicaria por una mayor madurez y eficiencia de su aparato inmunocompetente.

Se ha referido que los animales con buena respuesta celular, pueden superar la
enfermedad sin necesidad de tratamiento (S/A VetCentric, 2000), y que en otros,
los titulos de anticuerpos tienden a desaparecer con el tiempo (Mayors
Laboratorio, 2012).

Asimismo, varios autores refieren que los animales, adecuadamente inmuno
competentes, son mas resistentes al vector y a la enfermedad, y en caso de ser

infectados se recuperan mejor (Harrus y Waner, 1999; Lopez et al., 2012).
I ——
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Al respecto, (Rodriguez-V.et al. 2004), resefian que los perros de mediana edad
tienen mayores oportunidades de estar expuestos al vector que los cachorros.
Esto puede explicarse por la costumbre de los duefios de sacar a la calle a los
animales cuando completan sus vacunas y consideran que tienen menos riesgo
de contraer enfermedades infecciosas.

En la gréfica de abajo se expone la distribucion de los animales por edades.
DISTRIBUCION DE EDADES EN GRUPO UNO

GERIATRICO,2,20%

JOVENES, 4, 40%

ADULTO, 4, 40%

FIGURA 10. Porcentajes por rangos de edades en el grupo.
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7.1.4 Habitat. Este factor no contribuy6 significativamente (p=0.05) para la
presencia de animales positivos. No obstante la Tabla 7 muestra una tendencia
muy légica dado que la frecuencia de positivos fue mayor en los animales que

viven en el patio (40%) que aquellos que permanecen mas en el hogar (20%).

Tabla 7. Casos positivos a E. canis de acuerdo al habitat en el grupo uno.

HABITAT CASA PATIO OR=0.5833
n % n %

POSITIVOS 1 20 2 40 X?=0

NEGATIVOS 4 80 3 60

TOTAL 5 100 5 100

A este respecto, (Moreira et al.2002), observaron que los canes que vivian en
casas (y no en departamentos) y aquellos que pasaban mas horas fuera de sus

viviendas tenian mayor exposicion al vector.

DISTRIBUCION DE HABITAT EN GRUPO UNO

CASA, 5, 50% PATIO, 5, 50%

FIGURA 11. Porcentaje de habitat en grupo uno.
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7.2Grupo dos

En este grupo se muestrearon en forma aleatoria a veinticinco perros sanos de la
cabecera municipal, para lo cual se divididé en cinco cuadrantes. Los animales se
evaluaron clinicamente sanos al momento de la toma de muestra. Se obtuvieron
dos muestras positivas (8%) en este grupo de perros a la prueba de inmuno-

migracion rapida en la placa con el antigeno de Ehrlichia canis.

7.2.1 Talla de la raza. Dentro de ese grupo de animales sanos, esta variable no
fue un factor de riesgo asociado a la presencia de E. canis y las diferencias entre
tallas no fueron significativas (P=0.05); muy posiblemente esto se relacione con su
condicion de animales clinicamente sanos. Los casos positivos fueron del 7y 16%

en las tallas medianas y grandes, pero iguales numéricamente (tabla 8).

Tabla 8. Casos positivos a E. canis por talla de la raza en el grupo dos.

RAZA PEQUENAS | MEDIANAS | GRANDES
n % n % n %
POSITIVOS |0 0 1 7 1 16
NEGATIVOS |5 100 13 |92 5 84
TOTAL 5 100 14 |100 6 100
OR P*G=0 P*M= 0 M*G= 0.02
X? P*G= 0.00 P*M=0.30 M*G= 0.69
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De los individuos de los dos grupos, tres de los cinco perros que resultaron
positivos fueron machos, siendo el Border Terrier, el Boxer Americano, el
Chihuahua, el Poodle y el Dogo de Burdeos las razas que resultaron positivas, tres

de estos perros tenian entre 1 a 3 afos.

TALLA DE RAZAS EN GRUPO DOS

N\ 0,
GRANDES, 6, 24% PEQUENAS, 5, 20%

MEDIANAS, 14,
56%

FIGURA 12. Porcentajes por talla de la raza del grupo dos.

7.2.2 Sexo. Se observo una baja frecuencia de casos positivos en machos (15%),
pero esta variable no se asoci6 como factor de riesgo a la presencia de
anticuerpos contra E. canis, ni tampoco registré diferencias entre hembras y

machos (Tabla 9).
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Tabla 9. Casos positivos a E. canis, por sexo, en el grupo dos.

SEXO HEMBRAS MACHOS OR=0
n % n %
POSITIVOS 0 0 2 15
NEGATIVOS |12 100 11 84 X*=0.46
TOTAL 12 100 13 100

SEXO DE LOS PERROS EN EL GRUPO DOS

[NOMBRE DE
CATEGORIA],
[VALOR],

[PORCENTAJE]

Machos, 13, 52%

FIGURA 13. Distribucién por sexos, en del grupo dos.

7.2.3 Edad. En este caso los valores de OR fueron los de mayor magnitud
observada en el estudio y mostraron que los animales jovenes tendieron a ser mas
susceptibles y con mayor frecuencia que los adultos. Sin embargo, las diferencias
entre etapas, no fueron significativas (Tabla 10). Como en el grupo de animales
enfermos, tampoco se detectaron casos positivos en los animales de mayor edad;
y la tendencia de mayor frecuencia de positivos en los jévenes (11%) que en los
adultos (8%), puede explicarse por la maduracion del sistema inmunocompetente

y la calidad de la respuesta celular, asi como una mayor resistencia al vector.
I ——
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Tabla 10. Casos positivos a E. canis, por etapa de edad, en el grupo dos.

EDAD JOVENES (J) | ADULTOS (A) | GERIATRICOS (G)
n % n % n %

POSITIVOS |1 11 1 8 0 0

NEGATIVOS |8 89 11 |92 4 100

TOTAL 9 100 12 | 100 4 100

OR J*G=1.5 J*A=1.18 A*G=1.36

X? J*G=0.18 J*A=0.28 A*G=0.35

EDAD DE LOS PERROS SANOS

1-3 ANOS, 9, 36%

4-9 ANOS, 12, 48%

FIGURA 14. Porcentaje de los rangos por edades en el grupo dos.
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7.2.4 Habitat. Como se observa en los resultados (tabla 11), sélo dos casos
positivos se detectaron en animales cuya permanencia habitual es el patio (20%),
en comparacion con los que permanecen en casa o viven libres. Esta variable ni
representd un factor de riesgo asociado para la presencia de E. canis, ni la
diferencia de casos positivos entre los distintos habitats fue estadisticamente

significativa (p=0.05).

Tabla 11. Casos positivos a E. canis, por habitat, en el grupo dos.

HABITAT CASA PATIO CALLE
n % N % n %

POSITIVOS |0 0 2 20 0 0

NEGATIVOS |12 |100 8 80 3 100

TOTAL 12 | 100 10 | 100 3 100

OR C*P=0.0 P*C=0.0 C*C=0

X? C*P=0.77 P*C= 1.37 C*C=0

DISTRIBUCION DE HABITAT EN GRUPO DOS

CALLE, 3, 12%

[NOMBRE DE
CATEGORIA],
[VALOR],
[PORCENTAJE]

FIGURA 15. Porcentaje de perros en habitat.
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Los resultados en este grupo, destacan la importancia de la exposicion al vector,
por un lado, asi como también de su status sanitario previo al estudio, y por otro,
tanto de los mecanismos de defensa inmunitaria de los animales, como de los

factores que predisponen a la presencia del vector.

7.3 Poblacion total (sanos y enfermos)

Tabla 12. Frecuencia total y por grupo de casos detectados a E. canis.

STATUS: SANOS ENFERMOS | TOTAL OR=0.20
RESULTADO: n % |N % n %
POSITIVOS: 2 8 3 30 5 14
NEGATIVOS 23 |92 |7 70 30 |86 |X?73.31
TOTAL 25 100 [ 10 | 100 35 | 100

Como se puede observar, el valor de OR (0.20), como estimador del riesgo, indica
que la condicién o status clinico previo (sanos o enfermos), no fue un factor de
relevancia para la presencia de Anticuerpos contra E. canis en la poblacion total

evaluada.

Asi mismo, el valor de X?(3.31 Vs 3.84) indica que no hubo diferencias (P=0.05),
entre ambos grupos, respecto a la frecuencia de animales positivos a E. canis. No
obstante, en ambos, se detectaron anticuerpos, si bien en baja frecuencia en los
animales sanos (8%) y un poco mayor, (30%) en los enfermos, la frecuencia de
positivos en la poblacion total (14%), mostréo que la presencia deE. canis esta

presente en la region de estudio.

Lo anterior reveld, primero, que hay una tendencia de mayor probabilidad de
susceptibilidad a la enfermedad en pacientes afectados que en sanos y, segundo,
que existe la presencia de la entidad nosoldgica en la region, posiblemente
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asociada a los factores y caracteristicas fisiogréaficas de la region, que condicionan
la presencia del vector (Garrapata) responsable de la transmisién de la afeccion.

Estos resultados contrastan con estudios previos indicados en la revision de
literatura que mencionan frecuencias de positividad y prevalencia de la
enfermedad con valores que van en rango minimo de 0 hasta 92% (Buonavogliaet
al., 1995; Tabla 12).

Recientemente, en el Estado de Michoacan., México, se estimo una frecuencia de
casos positivos del 64%, en la zona costera, mediante titulacion de anticuerpos
por la prueba de ELISA, asi como los cambios en los valores hematolégicos.

En los anexos se presentan las distribuciones totales por raza, sexo, edad y otras

caracteristicas de la poblacién total evaluada.

Como se aprecia, los valores encontrados en el presente estudio, son de los mas
bajos comparados con los indicados en la tabla 13; mismos que muestran, tanto la
distribucion como la magnitud e importancia tanto de la frecuencia de casos

positivos de la enfermedad, como del vector.
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Tabla 13. Pauta de valores comparativos de frecuencias de casos positivos a E.

canis, obtenidos en los ultimos 20 afos, a través de todo el mundo.

LUGAR CASOS REFERENCIAS
POSITIVOS %
Africa 52 Matthewman, 1993
EUA 94 Dagnonet al., 2003
EUA 8.68 -47.3 Barlough, et al., 2011
Italia 20-92 Buonavogliaet al., 1995
Japon 4.7 Inukumaet al., 1999.
Tailandia 20.7 Inukumaet al., 1999.
Reino Unido 31.7 Inukumaet al., 1999.
Turquia 20.7 Inukumaet al., 1999.
Espafa 12.84 Breitschwerdt, 2007
Brasil 21 Dagnonet al., 2003
México: Norte, Centro y | 93.3a; 44.2b; 33c; | Morgan (2002)a; Reyes (2004)b;
Veracruz. Nufiez (2003)c

Nota: a, b, ¢, d: Cada literal, asociada al valor, se corresponde con la referencia
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VIIl. CONCLUSIONES

e Se detectaron animales positivos a la presencia de E. canis con una
frecuencia general del 14%, siendo mayor en animales enfermos (30%) que

en sanos (8%), pero sin diferencias significativas entre ambos grupos.

e Se identificaron como factores de riesgo asociado a la presencia de casos
positivos, la talla de la raza y la etapa por edad, en el grupo de animales
enfermos, y la etapa por edad, en el grupo de animales sanos.

e Dentro de cada grupo, las variables: sexo, y hébitat no se asociaron a los
casos positivos, ni tampoco se encontraron diferencias significativas, por

estos factores.

e Por lo anterior, se puede inferir que tanto E. canis, como el vector
especifico, estan presentes en la region de estudio, cuyas caracteristicas
fisiograficas y climéticas, resultaron ser de gran relevancia en los resultados

encontrados.

e En las regiones donde las condiciones ambientales faciliten la presencia de
la garrapata que actiia como vector de la E. canis, se deben tomar medidas
preventivas de diagndstico y tratamiento contra esta enfermedad en perros

y un riesgo potencial para la salud publica.
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X. ANEXOS
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FIGURA 16. Distribucién por Razas en la poblacion objetivo.

SEXO DEL TOTAL DE PERROS MUESTREADOS

Machos, 15, 43% [NOMBRE DE

CATEGORIA],

[VALOR],
[PORCENTAJE]

FIGURA 17. Porcentajes por sexo, en la poblacion total.
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EDAD TOTAL

14 37.1%
12

28.5%
10

17.1% 17.1%

EDADES

1a3afios 4 a6 ahos 7 a9 anos 10a 12 afios

RANGO DE EDADES

FIGURA 18. Porcentaje de los rangos de edades para la poblacién objetivo.

HABITAT DEL TOTAL DE LOS PERROS

PATIO, 15, 43% CASA, 17, 48%

CALLE, 3, 9%

FIGURA 19.Porcentaje del total de perros de acuerdo al habitat.

Deteccion de Anticuerpos contra Ehrlichia canis en Perros de la Cabecera Municipal de Acayucan, Veracruz.




TABLA 14. Signos relacionados con Ehrlichia canis que se pueden encontrar en el

examen fisico.

ESPECIFICOS INESPECIFICOS
Epistaxis Depresion
Petequias Fiebre
Equimosis Anorexia
Hematuria Pérdida de peso

Signos oculares Letargo

Signos neurolégicos Anemia
Edema periférico Neumonia intersticial
Trastornos reproductivos Linfoadenomegalia
Pancitopenia Palidez de las mucosas

SIGNOLOGIA EN EL GRUPO UNO

13.6%

3
0,

8 9%

2
. 4.5%
o
() 1
i
(]
o 0
oc
w P L E S R e N @& & 3 S
= 0\~>\ Q,‘%z} (\’bb Q&)\o fz.}\b ’\Q“+ Y\,’b&) %@+ &fz} ~‘\‘2}\(/ S QQ? é\\\
2 Qé& o((\ O Q/Q( . vS\O N2 <</Q\ &£ Q}\ ¢ D\O X J W
2 & & O S &% é‘@Q NG

o’b $O @0 E)Q/ & Q} c’k

& o MR

> 15 ,&O&

&
SIGNOS

FIGURA 20. Signologia encontrada en el grupo uno.
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FORMATO 1. Expedientes a llenar por perro muestreado.

FORMATO 1.1. Datos generales del perro muestreado.

Caso No.

Nombre del duefio

Direccion
Teléfono Nombre del perro
Edad raza sexo
1. ¢(Do6nde habita el paciente? Casa Patio Jardin Azotea
Calle Otro
2. ¢Realiza paseos con el perro? No Si
¢.,Donde?
3. ¢Después del paseo nota garrapatas en su perro? Si No

4. ¢Ha padecido su perro de alguna enfermedad producida por garrapatas?
No Si Cual

5. Frecuencia de bafios. semanal quincenal mensual
Otros
6. ¢Qué productos usa en el bafno?
7. ¢Como controla las garrapatas? Jabodn Collar
Pipetas Otro
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FORMATO 1.2. Ficha clinica

Caso No.

Examen fisico:

F.C. Mucosas A.C. P.
F.R. Linfonodulos P. C.P.
T° R.T. A.C. A
Pulso R.D. P.C. A.
TLLC c/Cc Peso
¢, Se encontraron garrapatas al momento del examen fisico? Si No

Enfermedades previas:

Resumen de historia clinica y examen fisico:
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TABLA 15. Caracteristicas del grupo uno muestreados

Raza Sexo | Edad | Habitat Resultado | Signos
Letargo
_ 3 _ N Depresion
Chihuahua H . Patio Positivo o
anos Inmunodeprimida
Mucosas pélidas
Malassezia
Dogo de 3 ' N '
M . Patio Positivo Petequias
burdeos afos _ )
Linfoadenomegalia
Epistaxis
5 Sig. Culares
Poodle H . Casa Positivo Anorexia
afnos e
Edema periférico
Mucosas palidas
3 . G
Poodle H . Casa Negativo Ataques epilépticos
afnos
Terrier 7 _ _
M . Casa Negativo Petequias
escoces afnos
_ _ . ) ) Sarna Demodecica
Pitbull ingles | H 5afos | Patio Negativo _ )
Linfoadenomegalia
) 12 _ _ Anorexia
Dalmata H . Patio Negativo
afnos
Dermatitis
Schnauzer H 6anos | Casa Negativo Depresion
Petequias
_ 2 _ Pérdida de peso
Chihuahua | H . Casa Negativo
afnos
11 ) ) Piometra
Husky H Patio Negativo _ )
afos Linfoadenomegalia
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TABLA 16. Caracteristicas del grupo dos.

. RESULTAD

RAZA SEXO | EDAD | HABITAT 0 SU ENF. PREVIAS
Yorshire t. H 5 afios | Casa Negativo Gastroenteritis
Criollo M 2 afios | Calle Negativo Inf. Vias respiratorias
Schnauzer H 5 afos | Casa Negativo Intoxicacion
Gran danes M 2 afios | Casa Negativo Ninguna
Border terrier M 8 afios | Patio Positivo Inf. Vias respiratorias
Criollo M 2 afios | Patio Negativo Ninguna
Schnauzer H 19 Casa Negativo Ninguna

anos
Cockgr M 2 afos | Patio Negativo Ninguna
americano
Pi : . .

|tbu!l H 19 Patio Negativo Gastroenteritis
americano anos
Yorshire T. H 3 afios | Casa Negativo Ninguna
Cockerspaniel | H 7 afios | Casa Negativo Inf. Vias respiratorias
Poodle M 5 afios | Casa Negativo Inf. Vias respiratorias
Pastor aleman | H 6 afos Clinica Negativo Ninguna
(Casa)

Schnauzer H 3 afos | Casa Negativo Ninguna
Chihuahua M 5 afios | Casa Negativo Ninguna
Pastor aleman | H 7 afios | Calle Negativo Ninguna
Boxer M 3 afos | Patio Positivo Ninguna
americano
Pug M 9 afios | Casa Negativo Otitis
Rottweiler H 8 afos | Patio Negativo Ninguna
Bulldog ingles | M 4 afos | Casa Negativo Ninguna
Criollo M 2 afos | Calle Negativo Ninguna
Criollo M 19 Patio Negativo Ninguna

afos
Beagle M 3 afios | Patio Negativo Problemas cardiacos
Criollo H 5 afios | Patio Negativo Ninguna
Labrador H 1% Patio Negativo Ninguna

afnos
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