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Determinacion de la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Ledn mediante frotis de

serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre 2014.

.  RESUMEN

La investigacion realizada sobre “Prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la
ciudad de Ledn” tuvo como objetivo determinar la prevalencia de ehrlichiosis canina en
la ciudad de Leon mediante frotis de serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo
noviembre-diciembre 2014, tomando en cuenta perros enfermos, sanos, con 0 sin
garrapatas, de cualquier raza y sexo; teniendo como poblacion total de canes 9492
segun informe del SILAIS-Ledn del afio 2012. El tamafio de la muestra fue calculada
con el programa estadistico Win Episcope 2.0 con un nivel de confianza del 95 %, un
error aceptado del 5 % y una prevalencia esperada del 10 % dando como muestras a
tomar 139 canes, divididos en los tres sectores de la ciudad (Mantica Berio 55 canes,
Perla Maria Norori 49 canes y Sutiava con 35 canes) las cuales fueron tomadas al azar.
Segun los resultados obtenidos el 5.8 % de las muestras fueron positivas, equivalente a
8 individuos; el sector mas afectado fue el Perla Maria Norori; el sexo no es un factor
predisponente para adquirir la enfermedad; la presencia de garrapatas en el perro no

es indicador de enfermedad.

Palabras claves: Ehrlichia, perros, tincion de Giemsa, garrapatas.
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II. INTRODUCCION

La ehrlichiosis es una enfermedad causada por una bacteria intracelular obligada, gram
negativa, que requiere de un mamifero como reservorio y de un artropodo como vector.
Presenta tropismo por células sanguineas (leucocitos y plaquetas) de animales y
humanos, e invade su citoplasma, alojdndose dentro de vacuolas, donde se multiplica
por fision binaria, dando origen a un agregado de la bacteria o micro colonia, que por

su apariencia se ha denominado "morula”.

Actualmente este género comprende cinco especies, de las cuales E. canis (Ehrlichia
canis), E. chaffeensis (Ehrlichia chaffeensis) y E. ewingii (Ehrlichia ewingii) tienen la
capacidad de causar enfermedad en caninos y humanos. E. canis es la especie
representante del género y es el agente clasico causante de la ehrlichiosis monocitica
canina o pancitopenia tropical canina, importante no solo por su amplia distribucién en
el trépico y subtropico de todo el mundo, sino también, por el hallazgo de afectacion de
humanos. E chaffeensis fue inicialmente reportada en infecciones en humanos y
posteriormente en caninos, mientras que E. ewingii se encontré6 en granulocitos de
perros enfermos y més tarde de forma inesperada en muestras de humanos, existiendo
hasta el momento evidencia molecular de estos ultimos dos agentes Unicamente en

Estados Unidos, ademas de un reporte de E. ewingii en perros de Camerun.

Para el diagnéstico de la ehrlichiosis se emplean técnicas laboratoriales como:
identificacion de cuerpos de inclusién en frotis sanguineo, aislamiento mediante cultivo
celular, deteccion de anticuerpos, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la

secuenciacion.

La evaluacion microscopica de los cuerpos de inclusion resulta una técnica rapida,
sencilla y econdmica, sin embargo, aproximadamente sélo en un 4% de los casos
agudos es posible demostrar la mérula intracitoplasmica de E. canis, mientras que para

las demas especies no se reporta la eficacia de la prueba. @
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. ANTECEDENTES

En un estudio realizado en cinco barrio del distrito VI-2 de Managua sobre diagnéstico
situacional de cuatro hemoparasitos en canes menores de un afio, con una poblacion
de 1098 y una muestra de 220 canes, se encontrdé una prevalencia para E. canis de
0.19%.

Otro estudio realizado en Nicaragua en 27 caninos tomados al azar pertenecientes a la
Comunidad Rubén Dario, Municipio de Ledn se encontr6 que 17 (63 %) caninos

resultaron positivos a la prueba de ensayo inmunocromatografico frente a E. canis. ®

En un estudio realizado en Costa Rica sobre evaluacion del diagnéstico de E. canis
mediante frotis sanguineo y técnica molecular en perros, se encontré que de un total de
300 muestras sanguineas, mediante la técnica de PCR, se detectd ADN de E. canis en
147 pruebas (49,0%); mientras que el andlisis, mediante frotis sanguineo, en busqueda
de inclusiones compatibles con E. canis fueron 178 (59,3%) con inclusiones. Solamente
en 103 (57,9%) con inclusiones fue posible detectar ADN de E. canis, mientras que en
44 muestras (35,0%) sin inclusiones también se detecté ADN de E. canis. ©®

En Venezuela se realizdé un estudio sobre identificacion microscépica y molecular de
Ehrlichias en perros del estado de Aragua, utilizando como métodos diagndsticos
reaccion en cadena de la polimerasa y frotis de capa blanca tefiido con coloraciones
tipo Romanowsky, en donde en los doce caninos del estudio se encontraron
inclusiones basdfilas intracitoplasmaticas o moérulas en las células mononucleares,
caracteristicas de E. canis o E. chaffeensis. Mientras que por reaccion en cadena de la
polimerasa usando cebadores especificos para especie, en todas las muestras se

identifico E. canis y en cuatro (33.3 %) se detectd coinfeccién con E. chaffeensis. *®

Un estudio realizado en Lima-Peru sobre deteccion serolégica de anticuerpos contra E.

canis y E. chaffeensis en humanos que realizan actividades veterinarias, para lo cual se
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utilizé muestras de suero sanguineo de 90 individuos, utilizando inmunofluorescencia
indirecta (IFI), donde las placas contenian células DH82 (monocitos caninos) infectados
con E. canis y E. chaffeensis ademas de sueros controles positivo y negativo. Se

encontré que 39 sueros fueron positivo a E. canis (23.75%) y E. chaffeensis (20.53%).

(19)
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IV. JUSTIFICACION

El motivo de realizar este estudio es contribuir en la descripcion de la enfermedad en la
ciudad de Ledn, y la importancia que esta tiene en los caninos; ya que la mayoria de
los propietarios ignoran su existencia y la gravedad de dicha enfermedad en su

mascota.

Ehrlichia como género es causante de enfermedad en humano (ehrlichiosis monocitica
humana) causada por la especie E. chaffeensis. No definiéendose aun la enfermedad
causada por E. canis, y por ende se considera importante conocer la prevalencia en
caninos gque puede servir de referencias en estudios de riesgos de la enfermedad en

humano.
Otro factor a tomar en cuenta es que no hay una referencia concreta de la prevalencia

de E. canis en la ciudad por lo que consideramos importante la realizacion de dicho

estudio.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cual es la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Ledn mediante
frotis de serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre 20147
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VI. OBJETIVOS

General:

Determinar la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Leon
mediante frotis de serie blanca tefildos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre
2014.

Especificos:

1. Realizar diagnostico laboratorial a perros seleccionados, mediante frotis de serie

blanca utilizando tincién de Giemsa.

2. Contribuir al desarrollo sanitario local mediante la publicacién y divulgacién de los

resultados.
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VIl.  MARCO TEORICO
Concepto

La ehrlichiosis es una enfermedad infecciosa emergente de caracter zoondtico,
causada por Ehrlichia spp ©, siendo E. canis la mas comun, esta afecta al perro, se

transmite por garrapatas y es distribucién mundial. *©
Historia y diversidad

Donatien y Lestoquard identificaron E. canis por primera vez en Argelia en 1935. La
Ehrlichia monocitotrépica canina (EMC) llamo mucho la atencion cuando cientos de
perros militares estadounidenses, muchos pastores alemanes, murieron de la
enfermedad durante la Guerra de Vietham. E. canis llam6 aun mas la atencion a fines
de la década de 1980, cuando se sospechd de forma erronea que la rickettsia habia
infectado a seres humanos. Sin embargo, en 1991, se encontré que una especie nueva

del genero Ehrlichia, E. chaffeensis, provocaba ehrlichiosis monocitotropica humana.

E. canis presenta una distribucion mundial (Asia, Europa, Africa y América). A pesar de
la presencia de vectores adecuados, parece que las areas oceanicas o insulares que
mantuvieron cuarentena, como Australia y Reino Unido, no presentan infeccion por E.

canis.

Los huéspedes vertebrados de E. canis incluyen los miembros de la familia Canidae.
Se considera que el coyote, el zorro y el chacal, ademas del perro doméstico, son
reservorio. ©

Taxonomia

Reino: Monera, Phylum: Ciliophora, Clase: Rickettsiae, Orden: Ricketsiales,
Familia: Ricketsiaceae, Género: Ehrlichia, Especie: E. canis Y
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Etiologia

El género Ehrlichia son pequefias bacterias cocoides gram negativas pleomorficas, se
presentan en forma intracitoplasmica en grupos de organismos llamados moérulas. Se
reconocen tres miembros del genogrupo E. canis |, E. canis, E. chaffeensis
responsable de la ehrlichiosis monocitotropica humana y Ehrlichia ruminantium que

infectan monocitos de perros. ©
Epidemiologia
Factores del huésped

La enfermedad se presenta independientemente de la edad, el sexo y la raza, aunque
la raza Pastor Aleméan es la mas susceptible, desarrollando la fase crénica mucho mas
frecuente que otras razas. ‘¥

Periodo de incubacion: 8 — 20 dias. 2

Las condiciones climatolégicas, la permanencia predominante a la intemperie y la
presencia de garrapatas son factores de riesgo esenciales para la infeccion con E.
canis. ‘9 En Nicaragua el tiempo de mayor incidencia de garrapatas es entre

noviembre y abril.

Vector
El vector artropodo de E. canis es la garrapata marrén del perro Rhipicephalus

sanguineus. ©

Las garrapatas son parasitos hematdéfagos en un gran numero de vertebrados
terrestres, incluidos reptiles, aves, perros y humanos, que tienen gran importancia
desde el punto de vista médico veterinario y de salud publica, ya que son vectores de
gran numero de enfermedades bacterianas, virales, protozoarias y rickettsiales, que

afectan tanto a los animales como al hombre.
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Las garrapatas, si bien han sido asociadas siempre con regiones tropicales y
subtropicales, estan ampliamente distribuidas en el planeta, mostrando una gran

adaptabilidad y resistencia a diferentes condiciones climaticas.

La infestacion por garrapatas clinicamente se manifiesta por la presencia de garrapatas
sobre la piel en diferentes partes del cuerpo. La transmision se realiza por via terrestre.
Los estadios evolutivos son: huevo, larva, ninfa y adulto y el desarrollo puede ocurrir en

uno, dos o tres huéspedes. ‘¥
Ciclo bioldgico

Garrapatas de tres huéspedes. Las garrapatas hembras ponen los huevecillos en areas
de vegetacion abundante, de preferencia en pasto crecido. Los huevos tardan tiempo
en eclosionar dependiendo de la especie y de las condiciones medioambientales,
extendiéndose o0 bien acortandose de acuerdo a las condiciones climaticas. Después
de este periodo se libera la larva (con 3 pares de patas), ésta se mueve en el pasto en

busca de su primer hospedador y su primera comida.

Si en ese momento pasa un humano, un perro o bien otro huésped intermediario (el
cual depende de la especie de garrapata) la larva por si misma ataca, se fija y se

mueve hacia alguna parte de la piel para alimentarse.

Después de esta comida, la larva se deja caer y muda para convertirse en ninfa (con 4
pares de patas) y empieza a buscar su proximo huésped. Dentro de los estimulos para
reconocer al huésped se incluyen diéxido de carbono, olor, vibraciones, interrupcién de
luz, corrientes de aire, calor y humedad. Las ninfas son muy pequefas, por lo que

pueden pasar desapercibidas, sin embargo ya pueden transmitir enfermedades.

Una vez alimentada la ninfa se deja caer de nuevo en el habitat del huésped y muda
para convertirse en adulta (4 pares de patas). La adulta, ya diferenciada sexualmente,
se alimenta por un periodo de tiempo determinado, durante este tiempo se repleta de

10
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sangre, aumentando su peso hasta 100 veces, coOpula (generalmente antes de
alimentarse) y se deja caer al habitat empezando a ovopocitar y con ello cierra el ciclo

de vida.

Posteriormente la garrapata adulta hembra muere. EI macho se puede alimentar varias
veces. Todas las etapas estan fuertemente influidas por el ambiente, cuando las
condiciones son favorables el ciclo es menor debido a que la garrapata no entra en
periodo de latencia y es relativamente corto, cuando no, las garrapatas tienen la
facultad de entrar en un periodo de latencia lo cual les permite persistir en el ambiente
hasta por 250 dias 0 mas sin alimentarse, por lo que aunque a veces creemos que el
problema ha sido erradicado, al cambiar las condiciones climaticas (mayor temperatura

y humedad relativa) el problema resurge. ‘¥
Patogenia

Las garrapatas se infectan con Ehrlichia cuando se alimentan de perros durante las dos
primeras semanas de comenzada la enfermedad. Los organismos se multiplican en las
células sanguineas, células del intestino delgado y de las glandulas salivales de las
garrapatas infectadas. Al alimentarse, las garrapatas inyectan en el lugar, las
secreciones de las glandulas salivales contaminadas con E. canis. Estas secreciones y
la inflamacién causada por la picadura parecen favorecer la llegada de leucocitos a

esta zona, facilitando la entrada de la Ehrlichia en los mismos.

El organismo se multiplica dentro de las células mononucleares circulantes y en los
fagocitos dentro del higado, bazo y nédulos linfaticos, en los que causa una hiperplasia

gue en la clinica se suele traducir en un aumento en el tamafo de estos organos.

Ademas, E. canis se puede diseminar por un gran numero de o6rganos (pulmones,
rifones y meninges) en los que suele provocar lesiones inflamatorias y vasculitis,
fundamentalmente de origen inmunomediado. Esto conlleva a un consumo, secuestro y

destruccion de plaquetas que da como resultado la trombocitopenia vista durante la

11
Meza-Somarriba



Determinacion de la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Ledn mediante frotis de

serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre 2014.

fase aguda. Cuentas variables de leucocitos y anemia pueden también desarrollar
progresivamente durante este estado.

Después de 6-9 semanas, los perros, pueden eliminar la bacteria (si son
inmunocompetentes) o desarrollan la bacteremia en donde los signos clinicos son
inexistentes, moderados o severos. Este estado también se caracteriza por grados
variables de trombocitopenia, leucopenia, y anemia. Los perros que no pueden

desarrollar una respuesta inmune efectiva se enfermaran crénicamente. (10)
Cuadro clinico

La enfermedad puede presentarse en 3 fases:

Fase Aguda

Se caracteriza por alteraciones hematoldgicas: trombocitopenia, leucopenia, y anemia
leve variable. Otras alteraciones que se pueden presentar son pérdida de peso,
anorexia, letargia, hipertermia (41°C), linfoadenomegalia, exudado 6culo-nasal seroso o
purulento, hemorragias, disnea. Debido al corto periodo de incubacion se puede
encontrar en algunos de estos animales una infestacion evidente de garrapatas si no
han sido eliminadas todavia. En la mayoria de los casos se resuelve esta fase de forma

espontanea y se inicia con la siguiente fase.
Fase subclinica

Puede durar de meses a afios. En esta fase el animal recupera el peso perdido y
resuelve la hipertermia llegando a tener temperatura corporal normal. En algunos
animales puede ser eliminada la bacteria, si su estado inmune es competente. Aunque

en la mayoria persiste instaurandose asi la fase cronica.

12
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Fase crdonica

Puede manifestarse como una enfermedad leve con alteraciones hematolédgicas y de
paso irrelevante o por el contrario, se pueden generar cuadros con: trombocitopenia,
sintomas tales como palidez de mucosas, petequias, equimosis en mucosas Yy/o
hemorragias (epistaxis); nefropatia perdedora de proteinas, como una glomérulo-
nefritis que se origina en el depdsito de inmunocomplejos sobre los capilares del
glomérulo. Esto da lugar a proteinuria que en algunos casos puede llevar a
hipoalbuminemia lo que explicaria otro sintoma que se pueden observar en ehrlichiosis,

edemas en la parte ventral del cuerpo (extremidades, escroto).

Disnea o tos por edema intersticial a nivel del pulmén; hepatomegalia, esplenomegalia
o linfoadenopatia. Signos oculares, como otra consecuencia de la glomérulo-nefritis, ya
gue son animales que tienden a hipertension sistémica (como cambio de color en los
0jos, ceguera, con bastante frecuencia uveitis, hipema, retinitis y desprendimiento de

retina).

Alteraciones neuromusculares principalmente causadas por meningitis inflamatoria y
hemorragica (hiperestesia, estado de estupor o convulsion). Cojeras, rigidez en la

marcha por depésitos de inmunocomplejos en las articulaciones. 2
Diagnostico

Se basa en una combinacion de signos clinicos, anormalidades hematolégicas,
trombocitopenia y hallazgos serologicos ©®  ademas de aspectos epidemioldgicos.

Aunque también pueden realizarse dos tipos de diagnostico el directo y el indirecto.
Diagnostico etioldgico

Se puede realizar observando morulas o cuerpos de inclusion de E. canis en el

citoplasma de linfocitos y monocitos en un frotis sanguineo tefiido. E. canis aparece

13
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transitoriamente en la sangre, durante aproximadamente tres dias, en la fase aguda,
por lo que son muchos los perros con ehrlichiosis, en los que no encontramos estos
cuerpos de inclusion. También se puede intentar establecer un diagndstico etiolégico a
partir de muestras de médula désea, ganglio. Este método diagnostico no es el mas

adecuado, porque pueden pasar por desapercibidos los canes positivos. @
Inmunodiagndstico

Las técnicas seroldgicas y en especial, la inmunofluorescencia indirecta (IFI) son las
més empleadas en la practica clinica. La deteccion de un titulo de anticuerpos positivo,
en un perro con signos clinicos o alteraciones en la analitica compatibles con
ehrlichiosis, permite realizar un diagnostico de la enfermedad. Las IgG tardan en
aparecer entre 14 y 21 dias después de la infeccion, por lo que en fases agudas
podemos encontrar titulos por debajo del umbral de positividad.

Los anticuerpos no pueden ser detectados en la fase temprana de la enfermedad,
cuando la ehrlichiosis empieza a progresar los niveles de anticuerpos, alcanzan niveles
significativos, por lo que se recomienda realizar dos examenes IFl, con dos semanas
de diferencia, los canes que estén infectados mostraran un aumento en los niveles de

anticuerpos.

Otro tipo de examen seroldgico, mas reciente para el diagnéstico de ehrlichiosis, es la
técnica de ELISA (inmunoabsorcion ligada a enzimas), la cual puede ser realizada en
los laboratorios veterinarios y en la actualidad se ofrecen en el mercado, algunos test
comerciales. Los anticuerpos contra Ehrlichia pueden permanecer activos por un afio o
mas, pero ellos no hacen inmune al can a la ehrlichiosis, por lo que pueden volver a

padecer la enfermedad. @

14
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SNAP (synaptosome associated protein)

Un tipo de proteinas que se emplean como puentes de unién entre la vesicula
sinaptica y la membrana de la neurona a través de la sintaxina (en la neurona) y de la

sinaptobrevina (en la vesicula). *©

Este test permite detectar anticuerpos frente a E. canis y otras enfermedades en tan
solo ocho minutos. Es el Unico test en clinica que utiliza la probada tecnologia ELISA

que realiza el paso de lavado de la muestra a diferencia de otras tecnologias. *”
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Este método, aun no suficientemente desarrollado, determinaria ADN de Ehrlichia. En
este caso, la deteccién de ADN de Ehrlichia nos indica que el parasito esta dentro del
organismo. En este tipo de pruebas es importante que la interpretacion de los
resultados se haga con mucha cautela, en base a distinguir si hay una infeccién activa

0 no, es decir si la enfermedad progresa o no.
Diagnostico Diferencial

La gran variedad de signos clinicos con los que puede cursar la ehrlichiosis, hace que
el diagnéstico diferencial, deba incluir muy variadas patologias. No obstante, lo que con
més frecuencia se puede confundir con ehrlichiosis, son enfermedades transmitidas por
garrapatas como la babesiosis 0 hepatozoonosis, por la similitud tanto de sus vectores
como, en ocasiones, de su sintomatologia. También debe diferenciarse de mieloma,

leucemia linfocitica crénica y Leptospirosis. )
Tratamiento

El tratamiento de eleccion es la doxiciclina a dosis de 5 mg/kg cada 12 hrs. o como una
sola dosis de 10 mg/kg cada 24 hrs. durante periodos de 28 a 30 dias, por via oral.
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El dipropionato de imidocarb, tiene muy buena tolerancia y es una buena alternativa,
para cuando se produzcan recidivas o poca respuesta con las tetraciclinas. Se emplea
a dosis de 5 mg/kg por via subcutanea, en inyeccion unica o bien con dos inyecciones
separadas entre ambas, quince dias. Recientemente se ha descrito un nuevo protocolo
similar al anterior, pero con una separacion entre las dos inyecciones de doce

semanas.

Se recomienda administrar atropina, antes del imidocarb, a dosis de 0,025mg/kg por
via subcuténea, a fin de evitar o minimizar los efectos indeseables del imidocarb, como

son la excesiva salivacion, diarrea, disnea, exudado nasal seroso.

En casos graves de anemia, ademas del tratamiento antimicrobiano se aconseja
transfusion sanguinea (plasma rico en plaquetas), y si hay deshidratacién aplicacion de
fluidoterapia. Cuando hay trombocitopenia grave que hace peligrar la vida del animal,
se pueden utilizar los corticoides (prednisona a dosis de 2 — 4 mg/kg cada 24 hrs. por

via oral) a corto plazo (2 a 7 dias) recordar disminuir la dosis por efecto adrenal.

Es preciso tener en cuenta que han de practicarse controles hematoldgicos, asi como
pruebas de deteccion del parasito, (IFl o PCR), después de finalizar el tratamiento, ya
gue éste no es facil eliminar en la mayoria de los casos y ha de volverse a instaurar de
nuevo el tratamiento e incluso es posible que el parasito persista de por vida en el

animal.

Controlar las alteraciones hepéticas con meneparol y otras manifestaciones como
también la formacion de radicales libres con vitamina E 800 Ul/animal/dia, se

recomienda la utilizacién de vitamina C en dosis de 500 mg/animal/dia. ¥
Prevencion, Control y Profilaxis

Para lograr un control efectivo, se requiere aplicar estrategias de control integrado, el
cual debe estar dirigido tanto a la poblacién canina, como al medio ambiente. Un factor
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fundamental, es conocer, la biologia de Rhipicephalus sanguineus, bajo las condiciones

ecoldgicas locales.

Existen diversos métodos de control tales como: biolégico, fisico y quimico, siendo este

ultimo el que se lleva a cabo con mayor frecuencia a través del uso de acaricidas.

Cuando la infestacion de garrapatas es de moderada a alta, la mejor solucion es acudir
a productos quimicos, los cuales comercialmente existen en distintas presentaciones,
lo que incluye shampoos, polvos, collares, puor-on, etc. Los compuestos activos de
estos productos estdn dentro de varias agrupaciones quimicas como piretroides,

organofosforados, carbamatos, etc.

Uno de los productos mas eficaces actualmente es el fipronil, el cual presenta una
persistencia de aproximadamente 30 dias. En cambio, los productos aplicados en
bafios, aunque son efectivos, tienen una duracién limitada (una semana) y requiere
tratamiento regulares para poder cortar el ciclo de la garrapata. Otro producto muy
utilizado es la ivermectina, cuyo mecanismo de accién es bloquear el mecanismo de
neurotransmision, al fijar el acido gama amino butirico (GABA), causando inmovilidad

del parasito, sin embargo existen algunas razas de perros susceptibles a esta droga.

Por otra parte, es necesario considerar que la infestacion se contrae desde el
ambiente, por lo cual también debe realizarse una descontaminacién con acaricidas de
uso ambiental, ademas las fisuras y grietas deben ser selladas y la maleza debe ser

cortada. *®

El control de las garrapatas tanto en el animal, como, en el medio en el que se

encuentre, es la principal via para la prevencién de la ehrlichiosis.

En areas endémicas para ehrlichiosis algunos veterinarios recomiendan la aplicaciéon
de dosis bajas de tetraciclina o doxiciclina, durante la temporada de garrapatas, con la

controversia que esto pueda crear resistencia. !
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VIII. MATERIAL Y METODO
Ubicacion del estudio

Ciudad de Leon esté ubicada en la region occidental del pais, que se encuentra a unos
20 km de la costa pacifica en una posicidn geografica de latitud norte 12 ° 26’, longitud
oeste 86° 53'; limita al norte con los municipios de Quezalguaque y Télica, al sur con el
Océano Pacifico, al este con Larreynaga, La Paz Centro y Nagarote, al oeste con

Corinto y Chichigalpa (Dpto. de Chinandega). ‘¥

Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal.

Poblacién objeto de estudio

Todos los perros de la ciudad de Leon.

Tamafio de la muestra

Los calculos para determinar el tamafio de la muestra se estim6 con el programa
estadistico Win Episcope 2.0 tomando en cuenta la poblacién total de canes de la
ciudad de Ledn que son 9492, Sistema Local de atencion Integral en Salud (SILAIS),
dividido en tres sectores: Mantica Berio con 3831, Perla Maria Norori 3331 y Centro de
Salud Sutiava 2330 canes, con un error aceptado del 5%, una prevalencia esperada de
10% y un nivel de confianza de un 95%.

El tamafio de la muestra calculado fue 139 muestras en el periodo de estudio, dividido

en los tres sectores: 55 en el Mantica Berio, 49 en el Perla Maria Norori y 35 en el

Centro de Salud Sutiava.
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Criterios de inclusion

Individuos enfermos, sanos, de cualquier raza y sexo, propietarios en acuerdo con el

estudio, con o sin garrapatas.

Criterios de exclusion

Individuos en tratamiento, que pertenezcan a la misma casa, neonatos.

Toma de muestra

La muestra consiste en sangre entera extraida de la vena cefalica con aguja calibre
21G en tubos de ensayos de 5 ml con EDTA de cada canino, con previa desinfeccion
de la zona con alcohol al 70%, a cada muestra se le asigno un codigo de identificacion,
la cual se almaceno a 4°C para su traslado al laboratorio, para realizar el frotis de serie
blanca. ®

Analisis de laboratorio

Se utilizé tincién de Giemsa modificada. ®

Divulgacion de resultados

Los resultados de este estudio se entregaran de forma escrita y digital a la biblioteca

del campo agropecuario asi como al ministerio de Salud de la ciudad de Ledn.

Nota: el total de hembras objeto de estudio eran 67, el cual no fue alcanzando, debido

a que no todos los propietarios dispuestos a patrticipar en el estudio tenian hembras.
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Método
Frotis de Serie Blanca

Se hace un extendido a partir del concentrado de plaguetas y leucocitos, que se
obtiene del centrifugado de un tubo capilar en una micro centrifuga a 11 000 rpm por 5

min.
Procedimiento
Preparacion de Giemsa modificada:

Se fija el frotis con alcohol metilico por 3 minutos; se diluyo 2 ml de la solucién del
colorante comercial de Giemsa con 8 ml de agua destilada o agua amortiguada (pH
6.8) para hacer un colorante diluido mas concentrado que el utilizado en el método
estandar, se verte el colorante diluido en el frotis, que se coloca en una rejilla (esta
debe estar nivelada para evitar la acumulacion del colorante de uno de los extremos de
la laminilla) para tincién, se deja tefiir por 10 min y luego se lava con abundante agua
de grifo, se deja secar a temperatura ambiente para ser observado al microscopio con

un lente de 100X con aceite de inmersién. @

Se realizaron fotos en casos positivos y negativos para posterior comparacioén con la

literatura. (Imagen 1y 2)

El colorante Giemsa debe prepararse diariamente y usarse inmediatamente, porque es
estable solo por unas cuantas horas, después las tinciones se aceleran y pueden

aparecer precipitados. ©
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio realizado en la ciudad de Ledn se obtuvo una prevalencia de ehrlichiosis

canina de 5.8 %. Equivalente a 8 individuos.

La distribucién de casos por sector fue la siguiente: Mantica Berio: 5.5 % (3), Perla
Maria Norori: 6.1 % (3) y Sutiava: 5.7 % (2).

El sector mas afectado de la ciudad de Ledn fue el Perla Maria Norori en 6.1 % del total
de muestreados en este sector.

Del total de casos se diagnostico el 75% en caninos entre 13 - 60 meses y el 25% en

caninos mayores de 61 meses.

La proporcion hembra-macho de la muestra fue la siguiente: macho 70.5%, hembra:
29.5%. Los casos diagnosticados corresponden en un 50% en ambos sexos. Dada la
cantidad de casos encontrados, no es posible tacitamente aseverar que el factor sexo
influye en la distribucién de la enfermedad.

El 89.2 % de los hogares donde se realiz6 el estudio reporto problemas de garrapatas,

correspondiendo a este grupo el 87.5 % de los positivos.

El 68.4 % de las casas no realiza procedimientos para el control de garrapatas. Siendo

el 62.5% de los casos correspondientes a este grupo.

Se encontro que el 66.2% de los individuos en estudio sale a la calle, correspondiendo

a este grupo el 62.5 % de los positivos.

El 55.4% de los especimenes muestreados presentaron garrapatas, mientras que en

un 62.5% de los positivos no.
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El 81.3% del total de muestreados tienen contacto con perros vagabundos, siendo el

75% de los casos correspondientes a este grupo.

El 56.8% de las casas no utilizan productos veterinarios para el control de garrapatas

en el perro, en donde el 75% de los positivos pertenece a este grupo.

El 55.4% de los caninos en estudio son de aptitud de compafiia, correspondiendo el

37.5% de los casos a este grupo.

El 74.8% de los individuos en estudio eran desparasitados, siendo el 75% de los
positivos pertenecientes a este grupo.

El resultado obtenido difiere de los estudios realizados en esta misma ciudad, Costa
Rica y Aragua-Venezuela, debido a que utilizaron métodos diagndésticos especificos y
sensibles (PCR; prueba de ensayo Inmunocromatogréfico), siendo similar al resultado
obtenido en Managua, debido a que se realiz6 extendidos periféricos, sabiendo que

este método solo detecta los casos agudos.
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X.  CONCLUSIONES

1. Se concluye que la prevalencia de ehrlichiosis canina en la ciudad de Le6n es de
5.8%, correspondiente a 8 individuos.

2. El sector mas afectado después de realizado el diagnostico fue el Perla Maria

Norori con 6.1 %.

3. El sexo no es un factor predisponente para adquirir la enfermedad.

4. La presencia de garrapatas en el perro no es indicador de enfermedad.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar control de garrapatas, tanto en el ambiente como en el individuo.
2. Realizar extendido de serie blanca, para el diagnostico de ehrlichiosis canina.
3. A los médicos veterinarios orientar a los propietarios sobre las consecuencias

gue ocasiona la presencia de garrapatas en sus mascotas.

4. Para estudios posteriores realizar un método diagnéstico especifico y sensible

(PCR, ELISA, Inmunofluorescencia Indirecta) para la deteccion de Ehrlichia

canis.
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Xlll.  ANEXOS

Imagen 1. Inclusion basofila intracitoplasmica (morula).

e A -
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Gréfico 1.
Prevalencia de ehrlichiosis canina
5.8%
| Positivo
E Negativo
Gréafico 2.
Positivos segun sectores
100.0% 94.5% 93.9% 94.3%
90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
m Positivo
50.0%
® Negativo

40.0%
30.0%
20.0%
10.0% |—>2%

0.0%

Mantica Perla Sutiava

29
Meza-Somarriba



Determinacion de la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Le6n mediante frotis de

serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre 2014.

Gréfico 3.
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Gréfico 5.
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Gréafico 7.
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Gréfico 9.
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Gréfico 15.
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Gréfico 17.
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Determinacion de la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Le6n mediante frotis de

serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre 2014.

Gréfico 19.
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Determinacion de la prevalencia de ehrlichiosis canina en perros de la ciudad de Le6n mediante frotis de

serie blanca tefiidos con Giemsa en el periodo noviembre-diciembre 2014.

Gréfico 21.
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