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RESUMEN

En el presente trabajaron 30 muestras de sangre completa con anticoagulante (EDTA)
prevenientes de 30 caninos diferentes de la ciudad de Matamoros Coah., sospechosos a la
enfermedad de Ehrlichiosis monocitica canina, para posteriormente practicar el analisis y confirmar
la presencia de anticuerpos de Ehrlichia canis por el método de inmunoensayo ligado a enzimas

(ELISA).

Los resultados fueron considerables ya que de 30 muestras, 17 fueron positivas, (56.66%)
y 13 negativos, (43.33%). Se analizaron las variables como el sexo, la edad y la raza, ademas de

la sinologia clinica.

Palabras clave: Ehrlichia, Diagnéstico, Caninos, ELISA, Matamoros Coah.



II. INTRODUCCION

La primera Ehrlichia que se descubrié fue Ehrlichia canis, una bacteria Gram negativa,
cocoide pleomoérfica pequefia que parasita en el citoplasma de los monocitos circundantes, en
grupos denominados morulas, en un perro pastor aleman en Argelia por A. Donatien y F.
Lestocuard, investigadores franceses en 1935, y fue hasta finales de los afios 60 que la
Ehrlichiosis canina monocitica se consideraba como un proceso relativamente benigno. Ahora esta
enfermedad esta reconocida en todo el mundo, como una enfermedad infecciosa causado una
extensiva morbilidad y portabilidad entre perros domésticos, y otros caninos, y se le conoce
también con los nombres de Pancitopenia tropical canina, Rickettsiosis canina, Enfermedad del
perro rastreador, Tifus de la garrapata, Desorden hemorragico de Nairobi, Fiebre hemorragica
canina y Fiebre de garrapata. Los huéspedes vertebrados de Ehrlichia canis se han limitado a
miembros de la familia canina, ademas del perro domestico, se consideran huéspedes reservorios
el coyote, el zorro y el chacal. El vector artropodo de Ehrlichia canis es la garrapata del perro
Rhipicephalus sanguineus. La garrapata adquiere Ehrlichia canis al alimentarse, como larvas o
ninfas, en perros rickettsiémicos y transmiten la infeccién como ninfas o adultas. También puede
ser transmitida Ehrlichia canis por transfusiones de sangre contaminada. El curso subsecuente de
la ehrlichiosis se ha dividido en tres fases: aguda, subclinica y crénica, basandose en los signos
clinicos y las anormalidades clinicopatoldgicas. Sin embargo en los casos que ocurren en forma
natural, es dificil asignar con precision de la enfermedad. La fase aguda se inicia después de un
periodo de incubacion de 8 a 20 dias, y dura de dos a cuatro semanas. La fase subclinica con un
periodo de incubacion de 20 a 40 dias, se establece cuando el animal sobrevive a la fase aguda y
se caracteriza por la presencia de microorganismo y el alza en los titulos de anticuerpos. En los
perros con infeccion natural, la fase subclinica tiene una duracién de 6 a 9 semanas pudiendo
persistir hasta afios. Fase crénica puede ser leve y manifestarse por una enfermedad vaga y
perdida de peso con alteraciones hematolégicas menos graves. La infecciéon por Ehrlichia canis

puede causar una amplia gama de signos clinicos. Un cuadro comun es la depresion, letargo,
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fiebre, perdida de peso leve y anorexia con tendencias hemorragicas o sin ellas, puede mostrar
cambios en color o el aspecto de los ojos y presentar ceguera. Los datos mas comunes son uveitis
y afeccién de la retinas, se han observado convulsiones, estupor, ataxia, anisocoria. El diagnostico
se realiza atraes del examen clinico, anormalidades, examenes hematolégicos y examenes
serolégicos para obtener un diagnostico etiolégico definitivo. Se utilizan los siguientes métodos el
PCR, fluorescencia indirecta de anticuerpos, frotis y la técnica de inmunoensayo ligado a enzima
(ELISA). Existen muchas otras patologias que cursan con trombocitopenia o con sintomatologia
hemorragica en la practica clinica, como por ejemplo, la intoxicacion por estrégenos o con
warfarina entre las mas comunes, pero también cabe sefialar otras enfermedades infecciosas
como fiebre manchada de las montafias rocosas, babesiosis, moquillo canino, hepatitis infecciosa
viral canina, leptospirosis, etc. El tratamiento de la ehrlichiosis canina incluye medicamento
antirikettsiales y cuidado de apoyo, La tetraciclina y la oxitetraciclina se consideraron los
medicamentos iniciales de eleccién y aun actian bien, pero hoy en dia se utilizan con mayor
frecuencia la doxiciclina y minociclina. En la actualidad no se dispone de una vacuna; por
consiguiente, los principales medios de prevenciéon son quimioterapias y medidas para controlar
garrapatas. La Ehrlichiosis canina es una enfermedad con un alto potencial zoonético, por lo que
adquiere una real importancia en términos de salud publica, por efecto de la alta prevalecia de
infeccion de garrapatas (Rhipicephalus sanguineus) en nuestros perro y en el eventual traspaso de
este parasito al ser humano cuando el contacto es muy estrecho y existe un gran hacinamiento, se

ha relacionado en un 99.9% a la Ehrlichiosis monocitica humana con la Ehrlichia canis.



l1l. INTRODUCCION AL PROBLEMA

En la ciudad de Matamoros Coahuila, al igual que todo el estado y la Comarca Lagunera,
existe un alto grado de incidencia de la garrapata Rhipicephalus sanguineus. (Fig. 1). Esta
garrapata es portadora de varios patdgenos que causan enfermedades infecciosas zoondticas,
entre ellas encontramos la Ehrlichiosis canina que es producida por la rickettsia Ehrlichia canis.
Con respecto a lo anterior sospechamos de una incidencia considerable de Ehrlichia canis en la
ciudad de Matamoros Coah.
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IV. ANTECEDENTES

En el Norte de Australia se realizo un encuesta serolégica con el objetivo de detectar
Ehrlichia canis en perros urbanos de los mayores centros populares del norte de Australia. El
procedimiento fue el siguiente, se tomaron muestras de 316 perros domésticos, colectados en el
norte de Australia en centros populares de Townsville, Cairns, Darwin, Kununrra y Boroome, de
mayo de 1997 hasta Agosto de 1999, investigandose la evidencia de infecciones por Ehrlichia
canis, usando diagndstico por la técnica de fluorescencia indirecta de anticuerpos.

Los resultados fueron, de los 316 examenes, siete reaccionaron a la fluorescencia indirecta de
anticuerpos. Para Ehrlichia canis aguda o crénica, un perro fue sacrificado, los otros seis se
elevaron por medio de la técnica de PCR, dando negativo a Ehrlichiosis canis.

La conclusiéon es que el norte de Australia probablemente este libre de Ehrlichia canis (Masson y
col., 2001).

En Japdén se estudiaron los anticuerpos contra la proteina 24kda del Rhipicephalus
sanguineus (Rs24p), fueron detectados por ELISA para evaluar la relacién de anticuerpos e
infeccion de garrapatas. Los titulos significativos de tres perros que experimentaron 2 infestaciones
con garrapatas adultas fueron incrementando transitoriamente después de la segunda infeccién.

Existia una diferencia significativa en los tirulos entre perros positivos del control infectados
naturalmente con garrapatas. Estos resultados sugirieron que los anticuerpos de (Rs24p)
detectados por ELISA sean un marcador de la exposicion de la garrapata. No existia diferencia
significativa entre titulos de perros expuestos a la garrapata y a los perros seropositivos con
anticuerpos de Ehrlichia canis. Algunos perros positivos con anticuerpos de Ehrlichia canis
demostraron, sin embargo, tirulos mas altos que los perros con garrapatas. La conclusién fue que
la garrapata Rhipicephalus sanguineus se puede relacionar con Ehrlichia canis en Japén (Inhuma
y col., 2000).

En Baja California México se realizo un trabajo que corresponde a un ensayo clinico, de
tipo observacional y prospectivo que se realizo durante los meses comprendidos de septiembre a
diciembre de 1997. Se evaluaron 30 perros, se recolectaron 5 ml. De sangre en tubos sin
anticoagulante, se realizo la prueba de deteccion mediante el uso de tira reactiva Canine Multi-Test
Dip- Sticks (método de ELISA). Los resultados de los 30 perros muestreados, el 93.3% (28)
reaccionaron positivamente a E. canis, de estos pacientes positivos a Rickettsia rickettsii y el 6.6%
(2) a Borrelia burgdoferi (lyme). Solamente en un paciente se pudo observar la formula de
microorganismo intracitoplasmaticamente en un monolito por medio del frotis sanguineo. Se puede
mencionar como datos adicionales que la Ehrlichiosis canina monocitica es una enfermedad
infectocontagiosa y la sinologia mas frecuente que presentan los pacientes afectados fue epistaxis,
pérdida de peso, palidez de mucosas, anorexia y depresion (Romano y col., 1998).



En la universidad de Yamaguchi Japén se realizé una encuesta seroldgica sobre Ehrlichia
canis ya que Rhipicephalus sanguineus es el mayor parasito externo en el trépico de Okinawa y
esta relacionado con barios patégenos. Este trabajo trata de evaluar a los perros con
Rhipicephalus sanguineus de Yamaguchi y otros vecindarios para la prevalecia de Ehrlichia canis.
Se tomaran por los siguientes factores, sexo, edad, raza y localizacion.

Para el analisis serolégico, fueron seleccionadas 430 pruebas para una coleccion de suero,
de perros en el hospital de la Universidad de Yamaguchi, perros de Yamaguchi y otros vecindarios
(Saga, Oita, Hiroshima, Shimane, Kagawa, Ehime) se han estado examinando en el hospital desde
Abril de 1994 asta Julio de 1998. Unos perros con problemas clinicos y otros normales. La historia
y la observacion fisica indicaban infecciones por garrapatas (Inokuma y col., 1999).

Factor No No. Caso positivo (%)
Total 430 20 (4.7)
Sexo Macho 232 10 (4.3)
Femenino 198 10 (5.1)
Edad 0-2 74 34.1)
2-4 85 6 (7.1)
4-6 60 4(6.7)
6-8 61 3(4.9)
8-10 43 1(2.3)
10-12 38 2 (5.3)
12-14 28 0 (0.0)
12- 13 0 (0.0)
Desconocidos 28 1(3.6)
Raza Pastor de Shetland 32 0(0.0)
Cobrador dorado 28 4 (14.3)
Beagle 26 4 (15.4)
Shit-zu 22 0 (0.0)
Husky 18 1(5.6)
Maltes 17 0(0.0)
Labrador 12 0 (0.0)
Pug 10 0 (0.0)
Yorkshire 10 0(0.0)
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Pomeranian 7 0 (0.0)

Dachshund 7 0 (0.0)
Pointer 6 1(16.7)
Akita 31 0 (0.0)
Shiba-inu 29 1(3.4)
Kishu 5 0 (0.0)
Mongrel 109 7 (6.4)
Otros 61 2(3.3)

Cuadro 1.- Seropositivos a Ehrlichia canis en perros de Yamaguchi, por sexo, edad raza
(Inokumay col., 1999).

En Portugal, se examino la prevalencia de E. canis, R. conorii. Y A. phagocytophilum en
perros de la zona metropolitana de Oporto, asi como determinar algunos factores de riesgo,
recoleccion de muestras de sangre a 142 perros, entre octubre y diciembre de 2009 y la busqueda
de anticuerpos anti — e. canis, anti — r. conorii y anti- a. phagocytophilum.

Los objetivos fueron alcanzados, seroprevalencias de 10% a phagocytophilum a., de 11.4 a
e. canis y 37,1% para r. conorii y concluir que existe una correlacion significativa entre la edad de
los animales y el resultado de la serologia para r. conorii (Correia E, 2010).

En suiza fueron examinadas 996 muestras de suero de perros, con el objetivo de
determinar anticuerpos de Ebhrlichia canis y el agente causante de la ehrlichiosis canina
granulocitica.

75 perros sospechosos a Ehrlichia spp.
122 perros sospechosos a Borreliosis.
157 perros sospechosos a enfermedades sistematicas no asociadas con las garrapatas.

El resto de las muestras fueron obtenidas de perros sanos que residen en el norte (235 muestras)
y del sur (407 muestras).

Las muestras fueron probadas por la técnica de inmunofluorescencia indirecta de
anticuerpos de dos agentes, los de Ehrlichia canis y Ehrlichia phagoocytophila, que en su marcador
sustituto del agente de la Ehrlichiosis granulocitica.

Veintidos de 996 positivos a Ehrlichia pagocytophila, los perros seropositivos tenian historia de
recorridos fuera de Suiza.

La conclusion fue que la garrapata Rhipicephalus sanguineus se encuentra en el sur de Europa
(Italia, Espafia, Portugal y Francia). Ocasionalmente fue introducida por perros, albergandose en
jaulas para perros y en otros lugares calidos (Pusterla y col., 1998).



V. HISTORIA

La primera Ehrlichia que se descubrié fue Ehrlichia en un perro pastor aleman en Argelia
por A. Donatien y F. Lestoquard investigadores franceses en 1935 (Mandaluniz y col., 1997: Harrus
y col., 1999; Correia E. 2010).

Hasta finales de los afios 60, la Ehrlichiosis canina se consideraba como un proceso
relativamente benigno. Fue la epizootia que se desencadend en los perros de la armada americana
en Vietnam, la que hizo cambiar la consideracién que hasta el momento se tenia sobre la
enfermedad, ya que alrededor de 300 perros desarrollaron una enfermedad hemorragica fatal,
llamada Pancitopenia tropical canina, caracterizada por debilidad, epistaxis, anemia y leucopenia
(Mandaluniz y col., 1997)

Ahora esta enfermedad esta reconocida en todo el mundo, como una enfermedad
infecciosa causando una extensiva morbilidad y mortalidad entre perros domésticos y otros
caninos, principalmente en areas tropicales y subtropicales. En Estados Unidos de Norte América
la Ehrlichiosis canina es principalmente encontrada en los estados del sureste (Wen y col., 1997;
Harrus y col., 1999).

VI. ETIOLOGIA

La Ehrlichiosis canina es una enfermedad transmitida por garrapatas y causada por
microorganismo intracelulares obligados del genero Ehrlichia canis de la familia rickettsiaceae
(Neer, 2000).

VIl. SINONIMIAS

Pancitopenia tropical canina, fiebre de garrapata, Rickettsiosis canina, fiebre hemorragica
canina, enfermedad del perro rastreador, tifus de la garrapata canina, desorden hemorragico de
Nairobi (Bowman, 1995, Harrus, 2000).

VIll. EPIDEMIOLOGIA

Los huéspedes vertebrados de Ehrlichia canis se han limitado a miembros de la familia
canina, ademas del perro domestico, se consideran huéspedes reservorios el coyote, el zorro y el
chacal. El vector artrépodo de Ehrlichia canis es la garrapata del perro Rhipicephalus sanguineus.
La garrapata adquiere Ehrlichia canis al alimentarse, como larvas o ninfas, en perros
rickettsiémicos y transmiten la infeccion a perros susceptibles cuando menos durante 155 dias
después de infectarse. De acuerdo a lo anterior permite que el vector y el patégeno pasen el
invierno e infesten perros susceptibles la primavera siguiente (Castella, 1999; Neer, 2000).



Recientemente se ha visto que solo experimentalmente con Dermacentor variabilis es
capas de transmitir Ehrlichia canis. También puede ser transmitida Ehrlichia canis por transfusion
de sangre contaminada (Harrus y col., 1999).

Rhipicephalus sanguineus (Garrapata de las perreras o garrapata parda del perro), es una
de las garrapatas con distribucién mas amplia. Su actividad en zonas templadas es estacional
desde la primavera hasta otofno. En invierno es menor la prevalecia de esta especie, pero en zonas
tropicales y subtropicales, puede hallarse durante todo el otofio. Esta garrapata es incapaz e vivir
en climas frios, pero puede sobrevivir gracias al cobijo del hombre proporcionada a sus perros,
hospedadores principalmente de esta especie (Castella, 1999; Neer, 2000).

Se trata de una especie que muestra preferencia por construcciones humanas y las zonas
urbanas, donde hay un minimo de vegetaciéon, como parques publicos y jardines privados, donde
quiera que viven o pasan de perros. Los ixodideos puede colonizar caninos y casas, desarrollos
permanentes y poblaciones estables (Correia E. 2010).

8.1 Ciclo Bioldgico de Rhipicephalus sanguineus.

Consiste de tres hospedadores (Fig. 2). La hembra repleta realiza una puesta aproximada
de 2,000-4,000 huevos, tras un periodo de preoviposicion variable de 3-83 dias, en lugares
protegidos de la luz (Bowman, 19995; Castella 1999).

Las larvas eclosionan entre los 8-67 dias (periodo de incubacién) y después de un periodo
de maduracion, estan capacitadas para fijarse en un primer hospedador; esta fase presenta un
periodo de supervivencia que, en condiciones favorables, pueden sobrepasar los 253 dias. Entre
los 3 y los 7 dias posfilacion la larva se suelta una vez repleta o alimentada, y busca un lugar
resguardado donde realiza su primera muda (Bowman, 1995; Castella, 1999).

Las ninfas aparecen entre los 6 y los 23 dias después de la caida de la larva repleta y, casi
de forma inmediata, estan preparadas para subir a un segundo hospedador con el fin de volver a
alimentarse. El tiempo que necesita para alcanzar la replecion varia entre los 4 y los 9 dias.
Pasando los dias 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 emergen 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. Tanto los machos como las hembras se fijan en un tercer hospedador para realizar
la ingestion de sangre (Browman, 1995; Castella, 1999).



Las hembras solo se fijan y succionan sangre una vez, mientras que los machos se
alimentan de forma intermitente y persisten mas tiempo sobre el hospedador, para que la mayoria
de las hembras queden fecundadas. Estas, una vez alimentadas (6-50 dias), caen al suelo y
buscan refugio donde realizar la puesta (Bowman, 1995; Castella, 1999).

o P'}
Lapure” T Vemera

[ AL IMENTADA

-
] OVIPOSICION

NINFA
CICLO DE VIDA HUEVO
AL IMENTADA DE LA

GARRAPATA ;
- ECLOSION

LARVA

SIN ALIMENTAR

7/

\)
NINFA

SIN ALIMENTAR

o
K LARVA

ALIMENTADA

Fig. 2 Ciclo bioldgico de la garrapata Rhipicephalus sanguineus.

IX. PATOGENIA

La infeccion del huésped vertebrado ocurre cuando una garrapata infectada ingiere sangre
y sus secreciones salivales contaminan al sitio en donde se alimentan. El microorganismo también
se transmite por transfusiones sanguineas de donadores infectados. El curso subsecuente de a
Ehrlichiosis se ha dividido en tres frases: aguda, subclinica y crénica, basandose en los signos
clinicos y las anormalidades clinicopatoldgicas. Sin embargo, en los casos que ocurren en forma
natural, es dificil asignar con precision de la enfermedad (Neer, 2000).
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La fase aguda se inicia después de un periodo de incubacién de 8 a 20 dias, y dura de dos
a cuatro semanas, durante las cuales se multiplican los microorganismos en las células
monoculares por fision binaria y se disemina a la totalidad del cuerpo. Luego colonizan los érganos
del sistema fagocitico mononuclear (SFM), como brazo, higado, medula 6sea y nédulos linfaticos,
donde provocan una hiperplasia y en los endotelios vasculares una consecuente vasculitis e
inflamacion de estos 6rganos, es comun encontrar garrapatas en el perro (Harrus, y col, 2000;
Neer, 2000; Sainz y col., 2001).

En las alteraciones hematoldgicas se presenta una trombocitopenia por disminucién en el
tiempo de vida de las plaquetas. Por efecto del mayor consumo, secuestro y destruccion de estas,
debido a la vasculitis que afecta a las pequefias arterias y la inflamacion o por la respuesta del
sistema inmunoldgico y/o de coagulacion. Este es un efecto directo causado por la infeccion (Neer,
2000; Sainz y col., 2001).

Los signos clinicos de la fase aguda varian en severidad, pero usualmente se resuelven
espontaneamente aunque algunos perros pueden permanecer con infeccién subclinica. Puede
haber recuperacién espontanea del estadio subclinico, sin embargo otros animales pueden ser
portadores persistentes durante meses o afios. Harrus y col 2000).

La fase subclinica con un periodo de incubacion de 20 a 4 dias, se establece cuando el
animal sobrevive a la fase aguda y se caracteriza por la persistencia de microorganismo y el alza
en los titulos de anticuerpos. En los perros con infeccidén natural, la fase subclinica tiene una
duracion de 6 a 9 semanas pudiendo persistir hasta anos. Si los animales infectados son
competentes eliminaran Ehrlichia canis. De no ser asi, se presentara la fase crénica de la infeccion
(Neer, 2000; Sainz y col., 2001).

La identificacion de ADN de Ehrlichia en aspirados esplénicos, obtenidos de 4 portadores
persistentes después de 34 meses de la infeccion experimental, 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 esta fase (Harrus y col 2000).

Algunos perros persistentemente infectados pueden desarrollar subsecuentemente la fase
severa cronica de la enfermedad. No todos los perros desarrollan la fase crénica de EMC, y las
condiciones que llevan al desarrollo de la misma permanecen poco claras. El Pastor Aleman tiende
a desarrollar la fase cronica mucho mas frecuentemente que otras razas, posiblemente debido a
una respuesta disminuida de la inmunidad celular en estos perros. La muerte en la EMC pude
suceder como consecuencia de las hemorragias y/o infecciones secundarias (Harrus y col, 2000).

La fase cronica puede ser leve y manifestarse por una enfermedad vaga y pérdida de peso
con alteraciones hematolégicas menos graves. La forma crénica grave se caracteriza por deterioro
de la produccién medular de elementos sanguineos que dan por resultado pancitopenia. La
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gravedad de las enfermedades es mayor con ciertas cepas del microorganismo, cuando hay una
enfermedad concomitante en algunas razas y en animales mas jovenes (Neer, 2000).

X. SINOLOGIA

La infeccion por Ehrlichia canis puede causar una amplia gama de signos clinicos que
varian entre distintas localidades geograficas, esto depende tanto de la dosis infectante, raza del
perro infectado, estado inmunolégico al momento de la infecciéon, como de otras enfermedades
concomitantes, No hay predileccion sexual ni de edad en la infeccién con E. canis y todas las razas
pueden ser infectadas. Sin embargo el Pastor Aleman parece ser el mas predispuesto a desarrollar
EMC clinica (Harrus y col, 2000; Neer, 2000).

10.1 Signos Multisistémicos

Un cuadro comun en la depresion, letargo, fiebre, poca pérdida y anorexia con tendencia
hemorragica o sin ellas. Cuando se presentan hemorragias suelen manifestarse en forma de
petequias, equimosis, o ambas. Dichas hemorragias, se presentan en la dermis a cualquier
superficie de mucosa, siendo mas frecuente la epistaxis. EI examen fisico de estos pacientes
también suele relevar linfadenomegalia y esplegnomegalia en 20 y 25% respectivamente. Los
signos respiratorios y cardiacos relacionados entre si pueden ocurrir debido a hemorragias y como
consecuencia de la anemia, que puede llegar a ser grave (Harrus y col., 1998; Russell, 1999; Tiller,
2000; Neer, 2000; Ford 2002).

10.2 Signhos Oculares

Son frecuentes, los perros pueden mostrar cambios en color o el aspecto de los ojos y
presentar ceguera. Los datos mas comunes son uveitis anterior y afeccion de las retinas, como
coriorretinitis, papiledema, hemorragia de la retina, infiltrados perivasculares en la retina y
desprendimiento retinario (Slatter, 1990; Standes y col., 1998; Harrus y col., 1998; Max y col.,
1999; Neer, 2000).

10.3 Signos Neuroldgicos

Los signos neurolégicos de Ehrlichiosis se deben principalmente a meningitis por
inflamacion, hemorragia, o a ambas. Ocurre disfunciéon neuroldgica con dafo del tejido nervioso
central o periférico adyacente. Las infecciones con Ehrlichia canis y cepas granulociticas han sido
mas comunes. Los signos no se distinguen de los de la fiebre manchada de las montafas rocosas.

12



Se han observado convulsiones, estupor, ataxia con disfuncion de neurona motora alta o baja,
disfunciéon vestibular aguda central periférica, anisocoria, disfuncion cerebrosa, temblor de
intencién e hiperestesia generalizada o localizada (Neer, 2000; Ford, 2002).

10.4 Poliartritis

En ocasiones, los perros con Ehrlichiosis pueden presentar cojera con marcha rigida
secundaria o poliartropatia, La enfermedad articular puede ocurrir por hemartrosis, depésitos de
complejos inmunitarios y derrames neutrofilicos en la articulacién (Neer, 2000).

XIl. DIAGNOSTICO

La mayoria de los casos de EMC ocurren en area endémicas durante la primavera y los
meses de verano cuando la poblacidon de garrapatas es mas activa. El diagnéstico de la EMC se
basa en la anamnesis, presentacion clinica, hallazgos patologicos al examen clinico y se confirma
con las pruebas de laboratorio. Los propietarios pueden relatar una infestacion previa con
garrapatas o la visita reciente a un area endémica (Harrus y col, 2000).

El diagndstico se realiza a través del examen clinico. La falta de signos hemorragicos no
descarta la presencia de la enfermedad, por tal motivo el examen clinico debe ser acompafado de
examenes hematoldgicos y examenes seroldgicos para obtener un diagnéstico etiolégico definitivo
(Neer, 2000).

11.1. Hematologia

Las alteraciones hematoldgicas se comprueban mejor en infecciones por Ehrlichia canis e
incluyen anemia (82%) que suelen ser no regenerativa, trombocitopenia (82%) y leucopenia (32%).
La pancitopenia suele resultar en la fase crénica (Neer, 2000; Ford, 2002).
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Se encuentra trombocitopenia en todas las etapas de la Ehrlichiosis canina, nunca hay
que descartar ehrlichiosis canina sélo por que la cuenta de plaquetas es normal. Es necesario
llevar serologia si hay signos clinicos compatibles (Harrus y col., 1996; Neer, 2000).

11.2. Bioquimica

Las anormalidades quimicas séricas mas frecuentes han incluido hiperproteinemia en un
(33%), hiperglobulinemia (39%), hipoalbuminemia (43%). Resultados de valores elevados de
globulina (Harrus y col., 1996; Neer, 2000).

Otros datos incluyen proteinuria, hematuria y tiempo de sangrado prolongado (incluso en
ciertos perros con cifras con plaquetas normales). Observandose una pérdida maxima de
proteinas, especialmente de albimina, dos y media a tres y media semanas después de la
inoculacion que se resuelve alrededor de seis semanas después de la infeccion. Durante la
pérdida maxima, la relacion proteina/creatinina urinaria variaron de 4.5 a 23.2 (relacién normal
<1.0) Harrus y col., 1996; Neer, 2000).

11.3. Frotis

Es posible establecer un diagnéstico definitivo a Ehrlichia canis cuando se demuestran
mérulas en monocitos o leucocitos de frotis sanguineos o aspirados de tejidos como bazo, pulmén,
y ganglios linfaticos (Fig. 3). Es dificil y requiere tiempo encontrar mérulas, pero se logra
Optimamente con frotis de la capa leucocitaria o examinando frotis sanguineos delgados obtenidos

de un lecho capilar periférico del borde de la oreja. Es posible observar moérulas en el interior de
neutréfilos que se encuentran en el frotis de sangre periférica (Harrus y col., 1996; Neer, 2000).

-3

Fig. 3. Morula de Ehrlichia en células mononucleares circulantes en un perro infectado (Giemsa).
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11.4. Serologia

El diagnéstico de Ehrlichia canis suele basarse en los resultados positivos de la prueba de
fluorescencia indirecta de anticuerpos. Este estudio detecta anticuerpos séricos tempranos como a
los siete dias del comienzo de la infeccidén, aunque en algunos perros no se tornen seropositivos
hasta 28 dias después del comienzo de la infeccidn. En los perros no tratados, las concentraciones
séricas de anticuerpos llegan al maximo a los 80 dias posinfeccidén. Durante los siete primeros
dias posteriores a la inoculacion, el titulo consiste en IgA e IgM y alrededor de los 20 dias la mayor
parte de 1gG después de 20 dias suele considerarse como prueba de infeccién, exposicion, o
ambas, pero es posible que este dato varie con el método de cada laboratorio. Por el contrario,
debido a que después del tratamiento o la posible recuperacion persiste un titulo el cual puede ser
medible, un titulo positivo no necesariamente significa que la enfermedad o los sintomas clinicos
del paciente se deban estrictamente a la enfermedad de la ehrlichiosis canina, en especial en
areas endémicas en las que existen animales con titulos a Ehrlichia canis sin signos clinicos (Wen
y col., 1997; Neer 2000, Alleman, 2001; Mc Bride y col., 2001).

11.5. Inmunoblot y Reaccién en Cadena de Polimerasa

Con fines de investigacion y con la posibilidad de ser utiles clinicamente en el futuro, se
han utilizado el método de Western Inmunoblot y la Reaccién en cadena de polimerasa (PCR) para
caracterizar y diferenciar los distintos microorganismos que causan la enfermedad de ehrlichiosis
canina. Los inmunoblot para Ehrlichia canis muestran varios antigenos de reaccion y los mas
prominentes son los que se separan en una banda ancha a 22kd. El Western Inmunoblot detectara
anticuerpos a Ehrlichia canis tempranamente de dos a ocho dias después de la exposicién a la
enfermedad y las pruebas de PCR tienen resultados de 4 a 10 dias posterior a la infeccion.
También ha sido util Western Inmunoblot para diferenciar entre infecciones con Ehrlichia canis y
Ehrlichia ewingii. Esta caracteristica es benéfica porque la mayor parte de los perros con la
infeccion de Ehrlichia ewingii tendra titulos positivos de fluorescencia indirecta de anticuerpos a
Ehrlichia canis y no se dispone de una prueba de fluorescencia indirecta para Ehrlichia ewingii, se
ha demostrado que la PCR es un método sensible para detectar infeccién aguda por Ehrlichia
canis en perros (Ohashi, 1998; Harrus y col., 1998; Neer, 2000; Yu y col., 2000; Unver y col.,
2001).

Otro método utilizado en la actualidad es la deteccion de ADN agente a través del método
de PCR. Esto muestra cémo claves ventajas a su alta especificidad y sensibilidad, tanto en
animales como vectores, que permite para detectar la enfermedad en la fase aguda es todavia en
pre-patencia anticuerpos y que permiten la identificacion especifica del agente causal por
secuenciacion. Como desventajas presentan a ser un método caro, que requieren equipos de
laboratorio y conocimientos técnicos. Aun asi, un resultado negativo puede no excluir la presencia
de infeccion y, cuando sea posible, estar asociado con un método seroldgico (Correia E, 2010).
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11.6. Inmunoensayo Ligado a Enzimas (ELISA).

Inmunoensayo Ligado a Enzimas (ELISA) es un procedimiento cuyo nombre resulta de la
asociacién de las iniciales de su denominacion inglesa (enzyme linked inmuno sorbent assay).
Como todo ensayo inmunoenzimatico, la prueba recurre al empleo de inmundgenos, haptenos 6
anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el reactivo complementario a nivel de distintos
fluidos bioldgicos. De un modo general se procede a la fijaciéon de uno de los componentes de la
reaccion inmunoldgica (antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac)), a un soporte solido, poniendo luego ese
sistema en contacto con una fase fluida que contiene el reactivo complementario. EI complejo
inmunolégico formado es enfrentado luego a las moléculas capaces de reconocer a su
componente mas superficial, marcadas con una enzima (peroxidasa de rabano picante);
agregandose posteriormente un sustrato cromogénico de la enzima marcadora. La existencia de
una reaccién inmunolégica se demuestra midiendo espectrofotométricamente la cantidad del
producto enzimatico resultante y se cuantifica (Alleman y col., 2001).

XII. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Existen muchas otras patologias que cursan con trombocitopenia o con sintomatologia
hemorragica en la practica clinica, como por ejemplo. La intoxicaciéon por estrogenos o con
warfarina entre las mas comunes, pero también cabe sefialar otras enfermedades infecciosas
como Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas, Babesiosis, Ehrlichiosis canina granulocitica,
Moquillo canino, Hepatitis infecciosa viral canina y Leptospirosis junto a las enfermedades
inmunoldgicas como las coagulopatias inmunomediadas y el Lupus eritematoso sistémico (Tiller y
col., 2000).

XllI. HISTOPATOLOGIA

Los hallazgos histopatolégicos a simple vista en perro infectados con Ehrlichia canis,
incluyen hemorragias petequiales y equimaticas en las superficies serosas y mucosas de la mayor
parte de los ¢6rganos, incluso de la cavidad nasal, pulmones, rifiones, vejiga urinaria, tubo
gastrointestinal y tejido subcutaneo. Durante la fase aguda se encuentra con mayor frecuencia la
linfadenomegalia, esplegnomegalia y hepatomegalia generalizadas. Es posible se hallan crecidos
todos los nédulos linfaticos y tengan un color pardusco. Un dato adicional en casos crénicos es
emanacioén con pérdida del estado corporal total. La médula 6sea es hipercelular y de color rojo en
la fase aguda pero en la enfermedad cronica se torna hipoplasica y palida por coloracion adiposa
(Harrus y col., 1998; Neer, 2000).
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Uno de los datos histopatoldgicos mas caracteristicos es un infiltrado perivascular de
células plasmaticas en muchos érganos, como pulmones, cerebro, meninges, rifiones, nédulos
linfaticos, médula ésea, bazo y en ocasiones piel y mucosas. Al parecer, el grado de infiltrado de
células plasmaticas aumenta en perros con afeccion cronica (Harrus y col., 1998; Neer, 2000).

En el sistema nervioso central (SNC) hay meningoencefalitis no supurativa multifocal que
incluye al tallo encefélico, cerebro medio y la corteza cerebral. Casi todas las lesiones se localizan
ventralmente en el tallo encefalico y alrededor de la sustancia gris y blanca perivasculares, sélo
ocurre una encefalitis muy leve del cerebro. En casi todos lo perros se encuentran en la necropsia
lesiones meningeas microscépicas y no obstante muestran signos clinicos de meningitis (Harrus y
col., 1998, Neer, 2000).

Las alteraciones pulmonares en la ehrlichiosis canina son comunes con neumonia
intersticial. Al inicio, hay acumulacién subendotelial de células mononucleares y es posible
observar hemorragias intersticiales y alveolares. Pueden también encontrarse microorganismos
Ehrlichia canis en macroéfagos del endotelio vascular pulmonar (Neer, 2000).

En las lesiones renales se incluyen una vasculitis con filtrado de las células plasmaticas
localizadas en la unién corticomedular, en los perros con ehrlichiosis ocurre glomerulonefritis y
plasmasitosis intersticial, esto explicaria la proteinuria observada en algunos casos. Después de la
infeccion con Ehrlichia canis, las alteraciones histolégicas en los rifiones son minimas, pero el
examen estructural muestra fusidon de procesos podalicos que coinciden con el desarrollo de
proteinuria (Harrus y col., 1998; Neer, 2000).

XIV. TRATAMIENTO

El tratamiento de la enfermedad Ehrlichiosis canina incluye los medicamentos
antirikettsiales y los cuidados de apoyo. En general, cuando mas temprano se inicia el tratamiento
del procesos patoldgico, mas favorables seran los resultados y el pronéstico (Neer, 2000).

Las tetraciclinas y oxitetraciclinas se consideraron los medicamentos de eleccion, pero hoy
en dia se utilizan con mayor frecuencia la doxiciclina y minociclina, estos dos ultimos farmacos son
tetraciclinas liposolubles, semisintéticas, que se absorben con gran facilidad y proporcionan
concentraciones sanguineas, tisulares o intracelulares altas, que pueden administrarse por un
tiempo mas corto que la tetraciclina y ser mas eficiente (Harrus y col., 1998; Neer, 2000; Plumb,
1999; Max y col., 1999).

En los perros con la enfermedad en la fase aguda o crénica leve suele ocurrir una mejoria
clinica en el transcurso de 24-48 hrs después de iniciada la terapéutica con las tetraciclinas. La
cifra de plaquetas comienza a aumentar en forma correspondiente durante ese tiempo y por lo
general llega a los limites normales alrededor de 14 dias después de la terapéutica. La
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recuperacion no equivale a inmunidad permanente y es posible que los perros se infecten
nuevamente con Ehrlichia canis después de un tratamiento eficaz (Cuadro 2) (Neer, 2000).

También se ha utilizado con éxito Dipropionato de imidocarb para el tratamiento de
infecciones por Ehrlichia canis y se dispone para uso en Estados Unidos. Los efectos secundarios
pasajeros del Dipropionato de imidocarb dependientes de la dosis incluyen ptialismo, exudados
nasal seroso, diarrea y disnea (Neer, 2000).

Otro medicamento que se ha valorado es la Enrofloxacina para el tratamiento de la
infeccion por Ehrlichia canis a dos dosis de 5 mg/kg dos veces al dia y 10 mg/kg dos veces al dia
PO durante 21 dias (Neer, 2000).

Farmaco Dosis (mg/kg)  Via Preferira Intervalos (hrs)  Duracién (Dias)
Tetraciclina 22 PO 8 14-21
Oxitetraciclina 25 PO 8 14-21
Doxiciclina 5-10 PO 12-24 14-21
Minociclina 10 PO 12 21
Dipropionato de 5-6 IM Una vez Repetir en Dos
semanas

Imidocarb

Cuadro 2. Terapéutica antimicrobiana para ehrlichiosis canina (Ford, 2002; Neer, 2000;
Plumb, 1999; Max y col., 1999).

Ademas de la terapéutica antimicrobiana, suele justificarse el tratamiento con liquidos para
deshidratacion o transfusiones sanguineas si el perro tiene anemia grave (Neer, 2000).
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XV. PREVENCION

En la actualidad no se dispone de una vacuna; por consiguiente, los principales medios de
prevencion son quimioterapias y medidas para controlar garrapatas. Se ha demostrado que la
oxitetraciclina es un medicamento profilactico eficaz contra la infeccidn inicial o la reinfeccion
cuando se administra por via oral a dosis de 6.6 mg/kg/dia. Es posible lograr el control en areas
endémicas conservando programas de control de garrapata (Rhipicephalus sanguineus) en perros
(Cuadro 3 y 4) e instalaciones. Detectar los perros infectados por diagnéstico (ELISA), siguiendo
esta guia, debe de romperse el ciclo de infeccion por Ehrlichia canis en la garrapata, debido a que
no ocurre trasmisién transovarica de Ehrlichia canis en la garrapata Rhipicephalus de un huésped
residente (Harrus y col 2000; Neer, 2000).

El control de la garrapata (Rhipicephalus sanguineus) presenta unas caracteristicas
propias que derivan de su peculiar biologia. Se trata de una garrapata muy bien adaptada al perro
y al ambiente doméstico en el que este vive. Fuera de su hospedador, su ciclo biolégico se
desarrolla en el interior de perreras y viviendas humanas (Castella, 1999).

La mejor prevencion de estas enfermedades se basa en la aplicacion de medidas
higiénicas y educativas. Se recomienda encarecidamente el uso de antiparasitario externo (perros
y otras mascotas) especialmente en los meses de mayor prevalencia de ectoparasitos
hematofagos (Correia E, 2010).

En ambientes infestados puede emplearse las fumigaciones con carbaril, permetrinas,
resmetrina, piretrinas, etc. En las perreras es importante que los tratamientos vayan acomparnados
por un adecuado mantenimiento de las instalaciones, con el propdsito de evitar que las garrapatas
tengan acceso a lugares escondidos donde realizar las mudas y estén al abrigo de los
garrapaticidas (Castella, 1999).

COMPUESTO SUSTANCIA PESENTACION
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Formanidina Amitraz al 12.5% Concentrado emulsionable

Organoclorados Lindano Concentrado emulsionable
Organofosforados Coumaphos 1% Jabén barra
Coumaphos 20% Polvo
Coumaphos 50% Concentrado emulsionable
Piretrinas Permetrina Concentrado emulsionable

Cuadro 3. Compuestos més empleados en el control de las garrapatas del perro (Castella,
1999).

SUSTANCIA PRESENTACION
Fipronil + methoprene Ampolleta tépica y spray
Selamectin Ampolleta topica

Cuadro 4. Productos mas modernos de larga accidon (duracion de 28-30 dias) empleados en

el control de las garrapatas en perros (Ballweber 2002).
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XVI. IMPORTANCIA EN LA SALUD PUBLICA

La Ehrlichiosis canina es una enfermedad con alto grado de zoonosis, por lo que adquiere
una gran importancia en términos de la salud publica, por efecto de la acta prevalencia de
infestacion de garrapatas (Rhipicephalus sanguineus) en nuestros perros y el eventual traspaso de
este parasito al ser humano cuando el contacto es muy estrecho y existe un gran hacinamiento, se
a relacionado en un 99.9% a la ehrlichiosis monocitica humana con la Ehrlichia canis (Unver y col.,
2001).

XVII. JUSTIFICACION

La necesidad de la presente investigacién sobre el diagnostico de anticuerpos de Ehrlichia
canis por el método de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), se fundamenta en que el
diagndstico es rapido y preciso, y nos ayuda a descartar o demostrar la presencia de anticuerpos
de Ehrlichia canis, y en caso, de que el resultado sea positivo podremos administrar un tratamiento
temprano que nos lleva a un pronostico favorable para los caninos enfermos.

A lo que concierne con la salud publica a través de este método demostrando la infeccién
por Ehrlichia canis, podemos aumentar las medidas de prevencién y el control evitando asi las
infecciones zoondticas.
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XVIIl. OBJETIVOS

18.1. Objetivo General

Detectar la evidencia de anticuerpos de la Rickettsia Ehrlichia canis en caninos de la
Ciudad de Matamoros Coahuila, procedentes de las colonias Aureliano Barajas, Maravillas y
Santa Cecilia.

18.2. Objetivo Especifico

Diagnosticar por el método de Inmunoensayo Ligado a enzimas (ELISA), anticuerpos de
Ehrlichia canis, causante de a enfermedad infecciosa ehrlichiosis canina, con muestras
provenientes de caninos sospechosos a la enfermedad.

XIX. META

Diagnosticar por el método de ELISA a 30 caninos sospechosos de la enfermedad
Ehrlichiosis canina en la Ciudad de Matamoros Coahuila.

XX. HIPOTESIS

Los caninos sospechosos a la enfermedad Ehrlichiosis canina y con antecedentes o la
presencia de la garrapata (Rhipicephalus sanguineus), el 50% de ellos son positivos a los
anticuerpos de Ehrlichia canis.
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XXI. MATERIALES Y METODOS

Material utilizado:

30 tubos vacutainer con anticoagulante EDTA.
2 pipetas

30 dispositivos Snap 4Dx

La toma de la muestra se realizo por venopuncion de la vena safena con ayuda de una aguja
vacutainer y un tubo de ensayo con anticoagulante EDTA.

Estas muestras fueron sometidas a la prueba seroldgica Snap 4Dx como método de diagnostico
para la deteccion de anticuerpos de Ehrlichia canis.

Método:

Se trabajo con 30 muestras de sangre completa proveniente de 30 caninos diferentes,
sospechosos a la enfermedad de ehrlichiosis canina. El procedimiento fue de la siguiente manera,
se tomo una muestra sanguinea del tubo vacutainer con anticoagulante EDTA; utilizando una
pipeta suministrada y se le agregaron 2 gotas de muestra (sangre completa) al tubo para muestra
(vial), se agregaron 5 gotas de conjugado (Ag/Ac) al tubo para muestra que contiene la sangre,
manteniendo el frasco del conjugado en posicion vertical para un goteo preciso, se tapo el tubo de
la muestra, suavemente invirtiéndolo de 3 a 5 veces (Fig. 4). Se mezclo bien.

£

Se coloco el dispositivo sobre una superficie plana, posteriormente se agrego el contenido
completo del tubo al pozo para muestra, a continuaciéon la muestra paso por la ventana de
resultados y llego al circulo de activacién en aproximadamente 30 segundos a 2 minutos, puede
quedar un poco de muestra en el pozo para muestra, pero esto no altera el resultado (Fig. 5).
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Z. RAmagent s fesChEnd 1o hoeod

Cuando aparecio el color por primera vez en el circulo de activacion se oprimié firmemente
el activador hasta que quedara al ras con el cuerpo del dispositivo. Algunas muestran podrian no
fluir al circulo de activacién en 2 minutos y, por lo tanto, el circulo podria no tornarse de color en 2
minutos. En este caso se oprime el activador después de que la mezcla haya fluido por la ventana
de resultados (Fig.6).

"

3. Bl e acded to SHAR et

Por ultimo se espero el resultado alrededor de un tiempo de 8 a 10 minutos y se interpreto
el resultado final (Fig.7), comparandolo con la hoja de resultados que cita el proveedor del
producto.
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XXIl. RESULTADOS

De las 30 muestras de sangre entera provenientes de distintos caninos de la ciudad de
Matamoros, Coahuila, México y que eran sospechosos a la enfermedad de Ehrlichiosis canina
causada por Ehrlichia canis, 17 muestras (56.66%) en total resultaron positivas a antigenos de
Ehrlichia canis, y 13 negativas (43.33%) lo cual es un numero considerable para la poblacion
canina de esta ciudad (Cuadro 5).

Factor No. No. Caso positivo (%)
Total 30 17 (56.66)

Sexo Macho 16 10(78.94)
Hembra 14 7(50.00)

Edad (afios) 0-24 8 5(62.5)
2-4 7 5(71.42)
4-6 7 3(71.42)
6-8 2 1(5.0)
8-10 3 1(33.3)
10-12 1 1(10.0)
12- 2 1(5.0)
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Raza

Bull terrier ingles
Chow chow
Labrador

Schnauzer

Baset hound

Poodle

Boxer

Rottwailer

Pastor Aleman

Cruza

0(0.0)
1(10.0)
1(5.0)
0(0.0)
2(10.0)
2(40.0)
2(5.0)
1(33.3)
2(66.6)

6(75.0)

Cuadro 5. Caninos positivos a anticuerpos de Ehrlichia canis.
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XXIIl. DISCUSION

De acuerdo con Sainz y col. (2000), el cuadro clinico que a menudo mas se encuentra es
bastante inespecifico y es fiebre, pérdida de peso, apatia y anorexia, se encuentra un 40% la
linfadenomegalia, hepatomegalia y esplegnomegalia, ademas de un tipico cuadro hemorragico en
un 35%, presentandose como petequias y equimosis en la piel y en las mucosas, melena,
hemorragias retinianas o conjuntivales; la epistaxis es la mas comuin. La conclusidon en nuestro
trabajo indican similares resultados, con 80% con pérdida de peso, 10% con linfadenomegalia,
ademas de palidez de mucosas, depresion y anorexia. En México, en Baja California, los signos
observados con mas frecuencia fueron similares, epistaxis, pérdida de peso, palidez de mucosas,
anorexia y depresion (Romano, 1998).

Pusterla y col. (1998) en suiza, de 996 muestras que examinaron por la técnica de
inmunofluorescencia, para detectar anticuerpos de Ehrlichia canis, encontraron 22(2.2%) positivas.
Por otra parte, Masén y col. (2001), en Australia examinaron 316 muestras por la técnica de
inmunofluorescencia para detectar anticuerpos de Ehrlichia canis, de las cuales 7 solamente
resultaron positivas, sin embargo, con estudios de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
resultaron negativos. En este estudio los resultados difieren mucho ya que fue de 63.3% la
positividad. No obstante, en Carolina del Norte, Kordick y col. Encontraron similares porcentajes
de 55%.

En otros estudios en México en Baja California, la seroprevalencia de la enfermedad es de
93.3% (Romano, 1998). Habra que considerar que es un Estado cercano a los estados Unidos de
Norte América y que la enfermedad es mas comun en este Pais.

Estos hallazgos son importantes de considerar, ya que en el Norte de Australia se concluye
que probablemente esté libre de Ehrlichia canis, debido a que el vector Rhipicephalus sanguineus
es dificil de encontrar (Mason, 2001), mas sin embargo, en nuestro medio es comun el vector que
es la garrapata Rhipicephalus sanguineus.
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