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I. INTRODUCCION

La erhlichiasis, es producida por una rickettsia intracelular obligada Ehrlichia
canis, la garrapata marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus), es la
responsable de transmitir la enfermedad. Al igual que la anterior la anaplasmosis,
es causada por la rickettsia intracelular obligada Anaplasma phagocytophilum, las
garrapatas del género Ixodes, son los vectores que diseminan la enfermedad a
una amplia gama de mamiferos domésticos y silvestres. Las manifestaciones
clinicas de estos entes etioldgicos, son inespecificos abarcando desde una

infeccion aguda, una infeccion cronica o una infeccion subclinica.

La enfermedad de Lyme, es provocada por la espiroqueta Borrelia
burgdorferi, transmitida por garrapatas del género Ixodes; produce una variedad
de signos, pero el mas frecuente es la artritis recurrente y la cojera que dura de 3
a 4 dias, cambiando su intensidad de leve a severa.

La dirofilariasis, es una enfermedad grave potencialmente fatal causada por
el nematodo Dirofilaria immitis que afecta a los perros; el corazén y los pulmones
son los 6rganos mas afectados por los parasitos adultos, causando bloqueos o
roturas que pueden provocar dafio cardiaco perjudicando otros 6rganos como el
higado y los rifiones. La manifestacion clinica, varia desde leve hasta grave como
el sindrome de la vena cava; es transmitida por mosquitos de diferentes especies,

por lo que el humano puede ser infectado.

Enfermedades como ehrlichiasis, anaplasmosis, borreliosis y dirofilariasis,

por ser transmitidas por vectores tienen potencial zoonético.

Asimismo, son potencialmente mortales en los animales infectados, es decir,
pueden producir la muerte del perro, al no aplicarse tratamientos adecuados y

también representan una fuente de infeccion para otros caninos. Por esto, es



gad01
Cuadro de texto
 1


importante conocer su existencia no solo para generar la informacion, sino para

prevenir su diseminacion, con ello mantener a la poblacion animal saludable.

La finalidad de este estudio, es utilizar un método de diagndstico efectivo y
confiable para identificar las entidades antes mencionadas. También el de generar
informacion acerca de la presencia de anticuerpos de Ehrlichia canis, Borrelia
burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum y antigenos de Dirofilaria immitis, por
medio de la prueba rapida de ELISA.




II. HIPOTESIS

Existe la presencia de anticuerpos circulantes de Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum y Borrelia burgdorferi, y antigenos circulantes de Dirofilaria

immitis, en caninos pertenecientes al municipio de Siquinala, Escuintla.




. OBJETIVOS

3.1. General:

Comprobar la presencia de anticuerpos circulantes de Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi y Antigenos circulantes de
Dirofilaria immitis en caninos infestados naturalmente, en el municipio de

Siquinala, mediante la prueba rapida de ELISA.

3.2. Especifico:
Determinar la presencia de anticuerpos circulantes de Ehrlichia canis, a

través de la prueba rapida de ELISA, en caninos del municipio de Siquinala.

Determinar la presencia de anticuerpos circulantes de Anaplasma
phagocytophilum, a través de la prueba rapida de ELISA, en caninos del municipio

de Siquinala.

Determinar la presencia de anticuerpos circulantes de Borrelia burgdorferi,

a través de la prueba rapida de ELISA, en caninos en el municipio de Siquinala.

Determinar la presencia de Dirofilaria immitis mediante antigenos
circulantes a traves de la prueba rapida de ELISA, en caninos del municipio de

Siquinala.




IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. EHRLICHIASIS CANINA

4.1.1. Historia:

Fue identificada por primera vez en Argelia en 1935. Histéricamente la
enfermedad cobr6 mucha importancia durante la guerra de Vietham, causando la
muerte de cientos de perros militares. Posteriormente se le prestd atencién en
1987 cuando E. chaffeensis, un organismo muy emparentado, fue identificado
como la causa de ehrilichiosis monocitica humana. Subsecuentemente, en 1996,
se demostré que E. chaffeensis causa signos de enfermedad en los perros
indistinguible de la infeccion provocada por E. canis. (Waerner, T. 2000)

La ehrlichiasis también es conocida como: Ricketsiosis canina, fiebre
hemorragica canina, enfermedad del perro rastreador, tifus de la garrapata
canina, desorden hemorragico de Nairobi y pancitopenia tropical canina, que
representan diferentes aspectos de la enfermedad. Es reconocida como una
enfermedad infecciosa importante, potencialmente fatal de los perros y otros
miembros de la familia Canidae (zorro, coyote, chacal, etc.). (Waerner, T. 2000,

Ehrlichiosis canina. s.f.)

4.1.2. Clasificacion:

En 2001, fue sometido a una nueva reclasificacion taxonémica; basados en
el andlisis de la secuencia genética del 16S del ARN ribosomal y el operén
grosESL, reforzada por caracteristicas biolégicas y antigénicas. (Hernandez, G.
s.f., Tami, I. 2003, Paniagua, M. 2010)

Orden: Richettsiales
Familia: Anaplasmataceae

Género: Ehrlichiae




Especie: Ehrlichia canis.

Estad enfermedad es causada por una ricketsia Ehrlichia canis, bacteria
intracelular obligada, Gram-negativa, cocoide pleomorfica pequefia (0.5 m de
diametro), aerdbica, parasitan el citoplasma de los leucocitos (monocitos,
macréfagos y granulocitos) circulantes, en grupos denominados moérulas.
(Waerner, T. 2000, Ehrlichiosis canina. s.f.)

4.1.3. Ciclo Bioldgico:

Es transmitida por la garrapata marrén del perro Rhipicephalus sanguineus;
gue ocurre entre los estados de desarrollo (transestadial) y no transovaricamente.
Se ha demostrado que las larvas y las ninfas se infectan al alimentarse de perros
con la fase aguda. Los perros en fase subclinica también pueden ser una fuente
de infeccién. (Waerner, T. 2000)

En la garrapata la Ehrlichia 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. 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. Este fendmeno permite a las garrapatas sobrevivir durante
el invierno e infectar a los huéspedes en el verano siguiente. Las garrapatas son
mas abundantes durante las estaciones célidas, y la mayoria de los casos agudos
ocurren durante esos periodos. Como la transmision de Ehrlichia es mecéanica, no
biologica, las transfusiones de sangre infectada pueden también transmitir la
ricketsia. (Waerner, T. 2000)

Fig. 2: Vector de Ehrlichia canis,

Rhipicephalus sanguineus.




Los perros de regiones endémicas y aquellos que viajan hacia o desde
areas endémicas deben ser considerados como candidatos potenciales a
enfermarse. La distribucion de la enfermedad esta relacionada con la distribucion
del vector Rhipicephalus sanguineus, se ha descrito su ocurrencia en cuatro
continentes incluyendo Asia, Africa, Europa y América. (Waerner, T. 2000,
Hernandez, G. s.f)

Fig.3: Distribucién mundial de

Ehrlichia canis.

‘.\ Distribucion Mundial
Observada principalmene en areas tropicales y subtropicales

I AR RS OF MELNCURN

4.1.4. Patogenia:
El periodo de incubacion varia de 8 a 20 dias, la infeccion consiste en la

fase aguda, subclinica y crénica. (Waerner, T. 2000)

Durante la fase aguda, comienza 1 — 3 semanas después de la infeccion,
el parasito ingresa al torrente sanguineo y linfatico, se localiza en los macréfagos
del sistema reticulo-endotelial del bazo, higado y ganglios linfaticos, donde se
duplica por fision binaria. Desde alli, las células mononucleares infectadas,
diseminan a las ricketsias hacia otros 6rganos del cuerpo. Puede tener una
duracién de 2 - 4 semanas. (Waerner, T. 2000; Couto, C. 2000)

En ésta fase, las células mononucleares infectadas se marginan en los
vasos pequefios o migran dentro de los tejidos endoteliales, induciendo vasculitis.

La mayoria de los perros inmunocompetentes sobreviven. (Couto, C. 2000)

Los perros mal o no tratados pueden desarrollar posteriormente una fase

subclinica, aungue sin signos clinicos de la enfermedad mantiene recuentos bajos




de plaquetas. Posee una duracion hasta de 5 afios en los perros con infeccion
natural. Algunos animales eliminan al microorganismo durante esta fase; éste
persiste a nivel intracelular en la mayoria, llevando a la fase cronica del proceso.
(Ehrlichiosis canina. s.f., Couto, C. 2000)

Muchas de las anormalidades clinicas y clinicopatolégicas que desarrollan
durante la fase crénica se originan a partir de las reacciones inmunes contra el
organismo intracelular; El resultado de esta fase es una enfermedad indefinida,

cronica, con pérdida de peso y alteraciones de la médula 6sea. (Couto, C. 2000)

4.1.5. Signos Clinicos:

Las mucosas palidas solo durante el establecimiento de la pancitopenia. La
hepatomegalia, esplenomegalia y linfadenopatia son el resultado de la
inmunoestimulacion activa (hiperplasia linforreticular). El edema intersticial o
alveolar secundario a la vasculitis, hemorragia parenquimatosa pulmonar
secundaria a la vasculitis o tombocitopenia e infecciones resultantes de la
neutropenia son responsables por la disnea o tos en algunos perros. (Couto, C.
2000)

La poliuria, polidipsia y proteinuria se observa en algunos perros con

insuficiencia renal. (Couto, C. 2000)

La rigidez, intolerancia al esfuerzo y articulaciones dolorosas y tumefactas
se reconocen en algunos perros con poliartritis supurativa. Los depdsitos de
complejos inmunes en las articulaciones pueden llevar a la poliartritis aséptica

supurativa, resultado de la inmunoestimulacion crénica. (Couto, C. 2000)

Las manifestaciones oftdlmicas son comunes y comprenden vasos
retinianos tortuosos, infiltrados retinianos perivasculares, hemorragia retiniana,

uveitis anterior y desprendimiento de retina exudativo. (Couto, C. 2000)




Los signos del sistema nervioso central pueden incluir depresion, ataxia,

dolor, paresia, nistagmo y fenébmenos convulsivos. (Couto, C. 2000)

Tabla 1. Manifestaciones clinicas asociadas con la infeccion con Ehrlichia canis
en caninos. (Couto, C. 2000)

Fiebre

Secrecion oculonasal serosa o purulenta
Anorexia

Aguda Pérdida ponderal

Disnea

Linfadenopatia

Infestacion con garrapatas a menudo evidente

Sin anormalidades clinicas
Garrapatas no suelen estar presentes

Subclinica

Garrapatas no suelen estar presentes

Depresion

Pérdida ponderal

Membranas mucosas palidas

Dolor abdominal

Evidencia de hemorragia; epistaxis, hemorragia retiniana, etc.
Linfadenopatia

Esplenomegalia

Disnea, incremento en los ruidos pulmonares, infiltrados pulmo-
Cronica nares intersticiales o alveolares.

Anormalidades oculares: retinitis perivascular, desprendimiento
de retina, uveitis anterior (hifema), o posterior, edema corneal.
Anormalidades del SNC: dolor meningeo, paresia, deficiencias
de pares craneanos, convulsiones.

Hepatomegalia

Arritmias y deficiencias del pulso

Poliuria y polidipsia

Rigidez, tumefaccion, articulaciones dolorosas, poliartritis supu-
rativa

Durante el curso de la enfermedad, ocurren recombinaciones repetidas en
los genes antigénicos proteicos principales de la membrana externa de la
ehrlichia, que conduce a la generacion de variaciones en epitopes inmunogénicos
y permite que los microorganismos evadan los mecanismos de defensa del

huésped y den como resultado infecciones persistentes. (Ehrlichiosis canina. s.f.)




Diferentes mecanismos inmunol6gicos intervienen en la patogénesis de la
enfermedad, entre los dias 4 y 7 posteriores a la infeccion aparece IgM e IgA y la
IgG aumenta a partir del dia 15, esta respuesta humoral tiene un efecto minimo
en la eliminacién del organismo intracelular y no proporcionan proteccion ante una
nueva infeccién, en cambio produce efectos perjudiciales en el progreso de la
enfermedad debido a las consecuencias inmunopatoldgicas. (Ehrlichiosis canina.
s.f.)

4.1.6. Diagnéstico:

Identificando el microorganismo (moérulas) mediante aspiracion citolégica
en una aguja fina en el bazo, ganglios linfaticos y pulmones, en el liquido
cefalorraquideo y junto con los leucocitos del liquido articular o la sangre
circulante, puede confirmarse el diagnostico, pero es un proceso arduo y dificil.
Con frecuencia suelen encontrarse plasmocitos en las muestras citologicas.
(Birchard, S. 2002)

v Fig. 4: Mérula intracitoplasmatica de Ehrlichia canis
& en un neutréfilo, en sangre periférica de un perro
infectado.

La prueba de fluorescencia indirecta para anticuerpos (FIA) para E. canis
es muy sensible, siendo el método habitual de diagndstico de la ehrlichiasis
canina. Los titulos mayores de 1:10 se consideran positivos, aungque quiza estos
titulos no se detecten hasta 2 0 3 semanas después de la inoculacion. La técnica
de ELISA directa constituye una excelente prueba para el diagnostico
confirmatorio de la ehrilchiasis canina (Birchard, S. 2002)

10




4.1.7. Tratamiento:

La doxiciclina es el farmaco de eleccion para tratarla a dosis de 5 a
10mg/kg VO cada 12 o 24 horas durante 21 dias; no debe utilizarse en cachorros,
causa manchas en el esmalte dental. Como alternativa puede utilizarse
tetraciclina a dosis de 22 mg/kg VO cada 8 horas, durante 14 a 21 dias,
administrada con el estbmago vacio. El cloranfenicol también es eficaz, pero no

se recomienda, se usoO en perros con citopenias. ((Birchard, S. 2002, 30)

El diprionato de imidocarb (Imizol) y la anticolinesterasa parasimpatico-
mimética, administrados a dosis de 5 mg/Kg, por via IM o SC, que se repite a los
14 dias, han sido eficaces en perros con erlichiosis resistente y en perros con

infecciones mixtas por E. canis y Babesia canis. (Birchard, S. 2002)

Se instituye un tratamiento de sostén (sangre, hemoderivados, liquidos)
cuando sea necesario. (Birchard, S. 2002, Morgan, R. 2003)

4.1.8. Prevencion:

El control de la garrapata constituye el punto principal de la prevencion de
ehrlichiasis. Ademas en las zonas endémicas durante la estacion de las
garrapatas pueden utilizarse dosis bajas de doxiciclina (2 mg/kg VO cada 24
horas) o de tetraciclina (6.6 mg/kg VO cada 24 horas). (Birchard, S. 2002)

4.2. ANAPLASMOSIS CANINA

4.2.1. Historia:

Es una enfermedad emergente, descrita por primera vez en 1994 con el
agente causal de la ehrlichiosos granulocitica humana, posee un conflicto en las
descripciones historicas, debido a la falta de especiacion definitiva del organismo.

Sdélo recientemente se ha identificado la especie exacta y precisa, siendo posible
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por biologia molecular (PCR) especificamente el gen 16S ribosomal ARN. Como
resultado de estas investigaciones, las especies Ehrlichia equi, Ehrlichia
phagocytophila y el agente causal sin nombre de la ehrlichiosis granulocitica
humana, se encontraron diferencias insuficientes para justificar su designacion
como especies separadas. Estos organismos son philogenéticamente mas
relacionados con las especies del género Anaplasma, por ello las reclasificaron
como Anaplasma phagocytophilum.(Lester, J. 2005, Alleman, R. 2008, Anaplasma
phagocytophilum. 2009.)

Historicamente, E. ewingii y E. equi (ahora A. phagocytophilum) fueron
considerados como los principales agentes de la ehrlichiosis granulocitica en los
perros. (Lester, J. 2005)

4.2.2. Clasificacion:

En 2001, fue sometido a una nueva reclasificacion taxonémica; basados en
el andlisis de la secuencia genética del 16S del ARN ribosomal y el operén
groseSL, reforzada por caracteristicas biolégicas y antigénicas. (Hernandez, G.
s.f., I, Tami. 2003, Paniagua, M. 2010)

Orden: Richettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma

Especie: Anaplasma phagocytophila.

Anaplasma phagocytophilum es una bacteria Gram-negativa, mide 0.5 —
0.8mm x 1.2 — 3mm, intracelular obligado, con tropismo a los neutrofilos.

(Alleman, R. 2008, Anaplasma phagocytophilum. 2009.)

Este organismo posee una distribucion mundial, se han reportado casos en

Estados Unidos, Inglaterra, Noruega, Suecia, Suiza y Alemania; con menor
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frecuencia en Asia y América del Sur. La mayoria de casos son temporales y
coinciden con la época de reproduccion de la garrapata (verano). (Alleman, R.
2008)

4.2.3. Ciclo Bioldgico:

El vector primario es la garrapata del género Ixodes. Ixodes scapularis
responsable de la infeccion en el norte y este de Estados Unidos. Ixodes pacificus
transmite la infeccion en el oeste de Estados Unidos e Ixodes ricinus en Europa.
Este organismo puede infectar un amplio rango de huéspedes que incluye: perro,
gato, caballo, rumiantes, personas y diferentes especies silvestres. El venado cola
blanca y varias especies de roedores pequefios son considerados el reservorio
primario. Se sospecha que la transmisién a un huésped susceptible requiere una
exposicion prolongada y que la garrapata se alimente por lo menos 24 horas o
mas. (Lester, J. 2005, Alleman, R. 2008, Anaplasma phagocytophilum. 2009)

Fig. 5: Vector Ixodes scapularis.

Fig. 6: Vector Ixodes pacificus.

AR A A LR ]

Fig. 7: Vector Ixodes ricinus.

Un sello distintivo de esta enfermedad es la forma de infeccién, puede

presentarse subclinica o cronica. (Alleman, R. 2008)
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4.2.4. Signos Clinicos:
Los animales con una infeccién aguda a menudo tienen signos vagos de
infeccion que incluyen: fiebre, letargia, malestar, anorexia y dolor muscular

general, con ello renuencia al movimiento. (Alleman, R. 2008)

Los signos mas frecuentes, que alertan a una infeccibn con A.
phagocytophilum es el dolor en las articulaciones y la claudicacion resultante de
poliartritis. Otros signos menos comunes incluyen: problemas gastrointestinales
(vémito, diarrea, o ambos), respiratorios (tos, respiracion laboriosa). Signos en el
sistema nervioso central (meningitis), pueden ocurrir, resultando en ataxia,
ataques nerviosos, o manifestaciones neurolégicas (estupor, torpeza); pero estos

signos son raramente observados. (Alleman, R. 2008)

4.2.5. Diagnéstico:

La identificacion microscépica de la moérula en neutrdfilos circulantes en la
sangre periférica y a veces en el liquido sinovial. Estos se encuentran
mayormente en la fase aguda de la infeccion. La morula no puede ser distinguida
de la causada por la infeccién de Ehrilichia spp. (Alleman, R. 2008)

e
Fig. 8: Morula intracitoplasmética de Anaplasma
phagocytophilum en un neutrdéfilo toxico, en sangre

periférica de un perro infectado.

La infeccion por A. phagocytophilum puede ser diagnosticada por

serologia, con inmunoflurescencia indirecta o ELISA. (Alleman, R. 2008)

La amplificacion del acido nucléico es el método mas sensitivo para
detectar el ADN del organismo en la sangre periférica de los animales infectados;

al igual que los analisis de PCR. (Alleman, R. 2008)
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La descripcion de la enfermedad y la patogénesis de las diversas
condiciones clinicas y patologicas se complican aiun mas por la capacidad de una
garrapata para albergar y transmitir multiples agentes patdégenos, y por el hecho
gue los perros pueden ser infectados con multiples especies de garrapatas. No es
raro tener resultados de las pruebas serologicas positivas para Ehrlichia spp., asi

como Anaplasma sp. (Lester, J. 2005)

La seroprevalencia de ehrlichiosis o anaplasmosis se relaciona con la
prevalencia del microorganismo en las poblaciones de garrapatas, la densidad de
animales, y las especies de Anaplasma y Ehrlichia que se encuentran en el area

geografica. (Lester, J. 2005)

4.2.6. Tratamiento:
El tratamiento para la anaplasmosis canina es igual al utilizado para la
infeccidn con las especies de Ehrlichia; doxiciclina. (Birchard, S. 2002)

La dosis Optima y la duracion de la terapia no han sido establecidas
firmemente, pero en dosis oral 5 a 10 mg/kg, 2 veces al dia por 30 dias es
recomendada; no debe utilizarse en cachorros, puede causar manchas en el
esmalte dental. En la mayoria de los casos los signos se resuelven rapidamente,
24 — 48 horas, después de la terapia, los perros infectados presentan un mejoria
marcada. (Alleman, R. 2008)

4.2.7. Enfermedad Rickettsiales en Humanos:

E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii provocan la ehrichiosis monocitica
humana y A. phagocitophylum es el agente de la ehrlichiosis granulocitica
humana. Después de 12 dias de la picadura de la garrapata, algunos desarrollan
exantema maculopapulosa o petequial que afecta al tronco o a las extremidades,

aunque es raro en estas. En las infecciones por E. canis puede aparecer dolor
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abdominal, vomito, diarrea, coagulacién intravascular diseminada, convulsiones y
coma. (Morgan, R. 2003)

4.3. BORRELIOSIS CANINA

4.3.1. Historia:

El género Borrelia fue nombrado asi, en honor al bacteri6logo francés
Amedée Borrel en 1907. Borrelia burgdorferi debe su nombre a Willi Burgdorfer,
gue junto a Alan G. Barbour, la aislaron de pacientes con sintomas parecidos a
artritis en 1982. La enfermedad de Lyme fue descrita por primera vez a finales de
la década de 1970; durante una investigacion de una epidemia inusual de artritis
reumatoidea juvenil en Lyme, Connecticut. Las manifestaciones de esta
enfermedad fueron evidentes en Europa desde el comienzo del siglo. El agente
pudo ser aislado de las garrapatas Ixodes en 1982. (Borrelia burgdorferi. 2011)

Es también llamada borreliosis de Lyme, artritis de Lyme, eritema crénico
migratorio (ECM) con artritis. (Acha, P. 2001)

4.3.2. Clasificacion:
Orden: Spirochaetales
Familia: Spirochataceae
Género: Borrelia

Especie: Borrelia burgdorferi (Espiroquetas. s.f.)

El género Borrelia, estd formado por bacterias de forma helicoidal,
alargadas, finas y activamente moviles. B. burgdorferi tiene de 11 a 39 micrones
de largo y de 7 a 11 flagelos periplasmicos. Bacilos, Gram negativos. (Acha, P.
2001, Espiroquetas. s.f.)
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Esta enfermedad ha emergido como una infeccion multi-compleja de
significancia en el mundo, y se han reportado casos en paises de Europa, China,

Japon, Australia Estados Unidos, México y paises de la antigua Union Soviética.

Es la infeccion causada por garrapatas mas frecuente en Europa y Estados
Unidos tanto en animales como en seres humanos. (Salinas, J. 1999, Tinoco, L.
2007, Acha, P. 2001)

4.3.3. Ciclo Bioldgico:

El agente etioldgico se transmite por la picadura de garrapatas del género
Ixodes: |. scapularis (anteriormente I. dammini) en la costa nororiental y en los
estados nortefios del occidente medio de los Estados Unidos, |I. pacificus en la
costa occidental de este pais. I. ricinus en Europa, I. holocyclus, posiblemente en
Australia y en Asia |. persulcaltus. De las enfermedades transmitidas por vectores,
esta representa 95% de las que se notifican en Estados Unidos, donde
anualmente ocurren alrededor de 12,500 casos en humanos. (Reyes, E. 2011,
Acha, P. 2001)

* \ ) Fig. 9: Vector Ixodes scapularis.
e/ ~
' \ -

Fig. 10: Vector Ixodes pacificus.

| Fig. 11: Vector Ixodes ricinus.
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El ciclo involucra tanto animales silvestres (venado cola blanca, ratones del
género Peromyscus, ardillas grises, zarigleyas y mapaches), como animales
domeésticos (perros, caballos, bovinos) los cuales permanecen generalmente
asintomaticos. La infeccion en las garrapatas es adquirida a través de la picadura
a un reservorio, esta no se transmite de forma vertical entre las garrapatas. Las
garrapatas adultas son abundantes en primavera y otofio; las ninfas en primavera
e inicio del verano, y las larvas al término del verano y al principio del otofio.
Todos los estadios de desarrollo de la garrapata parasitan al hombre, pero la fase
de ninfas es la principal responsable de la transmisién de B. burgdorferi al
hombre. (Chomel, B. 2002, Acha, P. 2001.)

La via de infeccion es por la picadura de una garrapata infectada. Para que
se produzca la infeccion, la garrapata debe permanecer 48 horas adherida al
animal. (Birchard, S. 2002)

4.3.4. Signos Clinicos:

La mayoria de perros primoinfectados nunca muestran signos clinicos de
enfermedad. La inmunodeficiencia del hospedero puede participar en el
establecimiento de la enfermedad clinica. La poliartritis aguda es la forma mas
corriente de la borrielosis reconocida en los caninos. La artritis no erosiva cronica
normalmente es subclinica, pero puede ser séptica o inmunomediada debido a la
presencia de la espiroqueta en la sinovia o liquido sinovial (Couto, C. 2000,
Birchard, S. 2002)

Las principales alteraciones clinicas son la claudicacién, fiebre, linfadeno-
patia, anorexia, pérdida de peso, letargo; sin embargo, puede que el animal no
muestre otros signos sistémicos aparte de la claudicacion. Estos signos en
ocasiones resuelven después de algunos dias, pero luego pueden recurrir de un
modo periddico. Los signos agudos son mas comunes durante los meses de
verano. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)
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La insuficiencia renal progresiva aguda y la glomerulonefropatia con
pérdida de proteinas se han asociado a la infeccion en los perros, especialmente
en los labradores y golden retrievers. La artritis reumatoide, la meningitis y la
miocarditis también se han encontrado asociadas a la infeccién cronica en perros.
(Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.3.5. Diagnostico:

La claudicacion puede ser aguda o crénica y progresiva. La inflamacién de
una o mas articulaciones puede ser evidente; al igual que signos de dolor
considerable a la palpacion de las articulaciones en las que no sea certera la
inestabilidad articular. (Birchard, S. 2002)

El andlisis del liquido sinovial revela un incremento del recuento de células
nucleadas (media, 46.300/ul), con predominio de los neutréfilos no degenerados
(43- 85%). Aunque los signos clinicos de fiebre, distensién articular y claudicaciéon
pueden ser ondulantes, los hallazgos del analisis del liquido sinovial por lo regular

son anormales. (Couto, C. 2000)

El diagnéstico puede confirmarse con la identificacion de la Borrelia en las

biopsias de tejidos preparadas con coloraciones especiales. (Couto, C. 2000)

© o HO ° Fig. 12: Frotis sanguineo de un perro infectado,

00-2€ og ; % revelando la presencia de Borrelia burgdorferi.

La seroprevalencia de los anticuerpos frente a Borrelia es mayor que la
prevalencia de la enfermedad clinica atribuible a la borreliosis; por tanto la
enfermedad se diagnostica basandose Unicamente en los titulos de anticuerpos.
(Birchard, S. 2002)
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Estan disponibles los analisis serologicos para los anticuerpos dirigidos
contra la espiroqueta y consisten en la inmunofluorescencia indirecta (FIA) y
analisis enzimoinmunosorbente (ELISA). Un titulo inmune positivo s6lo constituye
evidencia de exposicion al agente y no es indicativo de enfermedad. (Couto, C.
2000, Birchard, S. 2002)

4.3.6. Tratamiento:

Tratar a todos los perros con signos clinicos que sugieran borreliosis y con
titulos positivos con antibidticos durante 14 a 30 dias. La eleccién apropiada es
doxiciclina (10 mg/kg cada 12 horas), no debe utilizarse en cachorros, puede
causar manchas en el esmalte dental, cefalexina o amoxicilina (22mg/kg cada 8
horas). Las infecciones resistentes se tratan con cefalosporinas de tercera

generacion o azitromizina (5 mg/kg cada 12 horas). (Birchard, S. 2002)

Los animales con infeccién activa pueden mostrar una respuesta rapida al
tratamiento con antibibticos, especialmente al principio de la infeccion. Si el
tratamiento es eficaz, repetir las pruebas después de 1 a 3 meses para confirmar
el diagnéstico. (Birchard, S. 2002)

Si la respuesta inicial al tratamiento no es suficiente, se debe considerar el

uso de antibioticos alternativos y otros diagnésticos. (Birchard, S. 2002)

Algunas veces se requiere una antibioterapia prolongada (semanas a
meses) para los animales con infecciones crénicas-estabilizadas. (Birchard, S.
2002)

4.3.7. Enfermedad en los Humanos:
Empieza como una lesion cutdnea anular, no pruriginosa y eritematosa que
aparece varios dias después de la picadura de la garrapata y progresa

produciendo fiebre con sintomas seudogripales, poliartritis, meningitis, miocarditis
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y uveitis. (Birchard, S. 2002)

La transmision de la infeccion requiere una adherencia prolongada de las
garrapatas (48 horas), por lo que las medidas para reducir la exposicion a las

garrapatas es la mejor manera de prevenirla. (Birchard, S. 2002)

Los perros no suponen un riesgo en la transmision horizontal a los
humanos; sin embargo, pueden servir como una fuente menos importante de

garrapatas infectadas. (Birchard, S. 2002)

4.4. DIROFILARIASIS CANINA

4.4.1. Historia:

La primera observacion fue realizada en 1626, por Francesco Birago en la
necropsia de un perro de caza de su propiedad. Afios mas tarde, el médico
frinces J.B. Panthot publicé una nota sobre la presencia de 31 vermes en el
ventriculo derecho de una perra usada para demostraciones anatomicas (Panthot,
1679) junto con el primer dibujo del parasito. Entre 1806 y 1875 la existencia de
dirofilariosis canina fue denunciada en lItalia, Estados Unidos, Japon, China y
Brasil. (Simoén, F. 2011)

4.4.2. Clasificacion:

Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Subclase: Spiruria

Orden: Spirurida
SuperFamilia: Filaroidea
Familia: Onchocercidae
Geénero: Dirofilaria
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Especie: Dirofilaria immitis (Johnstone, C. 1998)

Es un gusano filaforme de color blanco. Los machos miden de 12 a 16 cm,
las hembras de 25 a 30 cm. Son gusanos delgados y de color blanco. En la boca
no tiene labios hay papilas cervicales insignificantes, El extremo final del macho
esta curvado en espiral, con una cola conica redondeada; posee unas alas
laterales pequefias, con 5 pares de papilas preanales pedunculadas y 1 a 6
grandes papilas postanales, ademas 6 pares de papilas postanales. La espicula
izquierda mide de 0.324 a 0.375 mm, es aguzada. La derecha de 0.19 a 0.229, es
roma. El extremo posterior de la hembra redondeado, la vulva se sitla justo
detras del eséfago. (Soulsby, E. 1987, Quiroz, H. 2005, Brito M. s.f.)

Las hembras son viviparas, por lo que descargan directamente estadios
larvarios denominados microfilarias; tiene una cola larga, delgada y recta; miden
218 a 340 micras de largo y 8 micras de ancho. Su cuerpo esta cubierto de una
cuticula finamente estriada, el extremo anterior esta aplanado y redondeado y el
extremo posterior delgado terminado en punta, provisto de un pequefio dardo de
movimientos rapidos de retraccidén y proyecciéon que le confiere movilidad por los
pequefios vasos sanguineos. (Quiroz, H. 2005, Brito M. s.f.)

Los parasitos adultos tienen una longevidad de 5 a 6 afios y durante este
periodo las hembras pueden producir millones de microfilarias, que a su vez
pueden vivir de 2 a 3 afios, presentan una marcada periodicidad nocturna (se
encuentran en la sangre periférica durante la noche y desaparecen
completamente durante el dia, donde se refugian en los érganos profundos. (Brito
M. s.f.)

4.4.3. Ciclo Bioldgico:
Los adultos de Dirofilaria immitis se encuentran principalmente en el

ventriculo derecho y en las arterias pulmonares de los perros. Tras el
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apareamiento, las hembras producen microfilarias. Las microfilarias circulan por

el torrente sanguineo, alcanzando la sangre periférica. (Simon, F. 2011)

Las microfilarias circulantes son ingeridas por el mosquito hembra;
alrededor de 30 especies de mosquito pueden servir como hospedero
intermediario, pero las especies mas involucradas son Culex sp., Anopheles sp., y
Aedes sp.; al alimentarse de la sangre de un hospedador infectado. (Simén, F.
2011, Brito M. s.f.)

Fig. 15: Vector Anopheles sp.

Durante las primeras 24 horas tras la toma de sangre, las microfilarias se
encuentran en el estbmago del insecto; durante las siguientes 24 horas, emigran
a los tubulos de Malpighio, donde se desarrollan durante los siguientes 15 o 16
dias. Hacia los primeros 6 o 7 dias, las larvas en desarrollo se encuentran dentro
de las células de los tabulos. El 4 dia tras la infestacion del mosquito, aparece la
larva “estado salchicha” que es la larva de segundo estado; mide 220-240 micras
por 20-25 micras de diametro. En este estado ha aumentado el numero de células
excretoras e intestinales que, finalmente, producen sus 6rganos respectivos, que
son evidentes en la forma de “salchicha alargada” que aparece el dia noveno tras
la infestacion. En este momento mide 500 por 20 micras. Este ultimo estado se
alimenta sobre las células de los tubos de Malpighio y penetra en la cavidad
corporal. Desde alli, las larvas migran a través del torax, terminando en los

espacios cefalicos de la cabeza o en la cavidad oral. El estado final, infestante
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(larva del tercer estadio), se forma en el lumen de la probdscide y mide de 800 a
900 micras. (Simén, F. 2011, Brito M. s.f.)

El desarrolla tarda unos 15 a 17 dias en paises templados, mientras que en

paises tropicales puede acortarse a 8 o 10 dias. (Brito M. s.f.)

Al alimentarse el mosquito de la sangre de un hospedador apto para su
desarrollo, las microfilarias salen por la probdscide, penetrando a través de la
herida por la picadura, la migracion es adyacente al sitio de la infestacion,
encontrandose en las membranas submusculares y pocas en el tejido
subcutaneo. La muda a la siguiente etapa, L4, ocurre a los 7 dias post-infeccion;
continla su migracion durante 60 a 90 dias hasta la ultima muda para alcanzar la
forma de adulto inmaduro. Las formas juveniles emigran al lado derecho del
corazon o arteria pulmonar en unos pocos dias después de la muda final; donde
sobreviven hasta 7 afios; teniendo en ese tiempo una longitud de 3.2 a 11 cm. En
los dos meses siguientes se alcanza la madurez sexual y el apareamiento, las
hembras fecundadas comienzan a producir microfilarias aproximadamente 6%
meses (192 dias) post-infeccion. Las microfilarias son liberadas en la circulacion,
para que se repita el ciclo, logrando sobrevivir hasta 2 afos, puede producirse la
transmision transplacentaria, encontrandose microfilarias en los cachorros recién
nacidos. (Simon, F. 2011, Brito M. s.f) JSir&\A
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Fig. 16: Ciclo de vida de Dirofilaria immitis &/ f @ﬁf&

4.4.4. Patogenia: =

El comienzo de la enfermedad y su gravedad reflejan ampliamente el
namero de dirofilarias adultas, que varia de 1 a mas de 250 en un solo perro.
Hasta que la carga de gusanos adultos supera los 50 en un perro de 25 kg, casi

todos se encuentran en las arterias pulmonares. La carga de 75, aproximada-
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mente, se acompafian de gusanos situados en la auricula derecha. El sindrome
de la vena cava se acompafia, tipicamente, de cargas de gusanos de 100 o mas;
debido a la oclusion mecéanica del canal de salida ventricular derecha, valvula

tricispide, venas cavas o arterias pulmonares. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

Fig. 17: Gusano adulto de Dirofilaria immitis.

4.4.4.1. Respuesta a los gusanos vivos:
La lesion endotelial de la arteria pulmonar y la consiguiente proliferacion
miointima vellosa afecta con gran frecuencia a los l6bulos pulmonares caudales y

medio; que constituyen la lesion caracteristica.

El aumento de tamafo arterial lobar pulmonar, la tortuosidad y la
obstruccion de las ramas menores empiezan a las pocas semanas de la llegada

de los gusanos.

El flujo sanguineo intrapulmonar queda obstruido a medida que la
enfermedad progresa y la sangre es desviada a l6bulos menores afectados. Las
pequefias arteriolas distales quedan lesionadas y dejan escapar plasma y células
inflamatorias al parénquima pulmonar que las rodea. Esto provoca una
enfermedad pulmonar intersticial y alveolar, con posibles signos de fiebre, tos,

leucocitosis y disnea. (Birchard, S. 2002)

4.4.4.2. Respuesta a los gusanos muertos:

La enfermedad méas grave se ve en respuesta a los fragmentos de
gusanos muertos, que son barridos a las pequefias arteriolas. La muerte de los
gusanos puede ser espontanea o puede estar provocada por farmacos. La
adaptabilidad vascular pulmonar y el flujo sanguineo quedan gravemente
alterados, provocando una hipertension pulmonar y una mayor post-carga ventri-

cular derecha. La hipertension pulmonar crénica puede ocasionar insuficiencia del
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ventriculo derecho y signos de insuficiencia congestiva derecha, especialmente
junto con la incompetencia tricuspidea secundaria. El ventriculo derecho se dilata
y luego se hipertrofia, a medida que se requieren presiones sistélicas mas
elevadas. La enfermedad parenquimatosa pulmonar (infarto y consolidaciéon) se
produce secundariamente a la tromboembolia arterial pulmonar, infartacion
arterial, fibrosis, neumonitis por hipersensibilidad y al aumento de Ia
permeabilidad vascular. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.4.5. Signos Clinicos:

Estos reflejan la carga de gusanos adultos, la duracién de la infestacion y la
interaccidn huésped/parasito. Muchas veces se destacan signos respiratorios.
(Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

La intolerancia al ejercicio, tos, disnea, fatiga, pérdida ponderal y los
crepitantes respiratorios se presentan en perros dirofilariosis moderada y
avanzada. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

La hemoptisis se presenta en la enfermedad grave acompanada de
tromboembolia pulmonar e hipertension pulmonar. Puede verse antes, pero se
presenta con mayor frecuencia después del tratamiento adulticida. (Couto, C.
2000, Birchard, S. 2002)

La disnea aguda y las mayores densidades alveolares pulmonares pueden
aparecer secundariamente a la muerte espontanea de los gusanos. (Couto, C.
2000, Birchard, S. 2002)

Sincope: Acompafia a la enfermedad arterial pulmonar grave y a la
hipertension pulmonar. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)
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Presion venosa central elevada: Indica una hipertension pulmonar grave
con insuficiencia cardiaca congestiva derecha (ICC) de incipiente a avanzada.
Incluye un pulso yugular prominente, venas yugulares distendidas, hepatomegalia
y ascitis. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

La enfermedad arterial y tromboembolismo pulmonares graves pueden
asociarse con epistaxis, coagulacion intravascular diseminada (CID), trombocito-

penia y posible hemoglobinuria. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

Hemoglobinuria: Consecuencia de una enfermedad glomerular grave
manifestada por amiloidosis o por una glomerulonefritis por inmunocomplejos. Sus
manifestaciones consisten en proteinuria, hipoalbuminemia, hipercolesterolemia,
azoemia, edemas periférico o ascitis. Es un signo del sindrome caval. (Couto, C.
2000, Birchard, S. 2002)

La congestidbn hepatica crénica secundaria a la enfermedad, puede
ocasionar dafio hepético permanente y cirrosis. (Couto, C. 2000, Birchard, S.
2002)

En ocasiones, los gusanos aberrantes pueden motivar embolizacion del

encéfalo, ojo o de otras arterias sistémicas. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

Muchos perros son asintomaticos, presentan una infeccién oculta, en la
cual no hay microfilarias circulantes, se relaciona con una respuesta inmunolégica
gue destruye a las microfilarias dentro del pulmén (infeccién oculta verdadera),
infeccion unisexual, presencia de gusanos estériles o existencia de vermes
inmaduros (infeccion prepatente). Las infecciones ocultas con frecuencia se

asocian con signos morbosos llamativos. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)
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4.4.6. Diagnéstico:

Se basa en una prueba positiva de inmunodiagndstico o en la presencia de
microfilarias en la sangre periférica del perro, con o sin hallazgos clinicos o
radiolégicos, compatibles con la enfermedad. La prueba no esta indicada en los
cachorros de menos de 6 meses de edad. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.4.6.1. Anamnesis:
La mayoria de los perros infectados no han recibido tratamiento profilactico.
Algunos carecen totalmente de signos; otros tienen una taquipnea inexplicada,

intolerancia al ejercicio o tos.

Los signos compatibles con hipertension pulmonar, con o sin ICC derecha

evidente, se acompana de una dirofilariosis grave. (Birchard, S. 2002)

4.4.6.2. Exploracion Fisica:

Los hallazgos varian desde clinicamente normales a signos de ICC
derecha. Pueden auscultarse crepitantes pulmonares, roncus y ruidos bronquiales
fuertes. En la infeccion grave, se nota, en forma variable, sonidos pulmonares
aumentados o anormales (sibilancias y crujidos), segundo tono cardiaco (S,)
ruidoso y a menudo desdoblado, soplo o click eyectivo en la base izquierda, soplo
de la insuficiencia tricuspidea o arritmias cardiacas. (Couto, C. 2000, Birchard, S.
2002)

Los signos de hipertensién pulmonar y descompensacion cardiaca
pueden ser evidentes. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.4.6.3. Ayudas Diagnosticas:
Incluir un hemograma; donde la eosinofilia es la alteracidbn mas frecuente;
recuento de plaquetas, perfil bioquimico del suero y un andlisis de orina. La

radiografia de torax descubre la gravedad de la enfermedad. Los patrones
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caracteristicos comprenden agrandamiento ventricular derecho, comba en el
tronco pulmonar y arterias pulmonares lobares tortuosas y con dilatacion central y
seccion periférica. Las arterias de los I6bulos caudales, las cuales suelen
afectarse con mayor intensidad, se evallan mejor en la vista dorso-ventral (DV);
bajo condiciones normales el ancho de estos vasos no es mayor que el de la
novena costilla (en la interseccion costilla-vasos). En la vista lateral, el ancho de la
arteria lobar derecha craneal en su interseccion con la cuarta costilla no es mayor
gue el diametro mas estrecho de la costilla en los perros normales. La dilatacion
de las arterias lobares (sin la concurrente distension venosa) es fuertemente
sugestiva de enfermedad. Es habitual la observacion de infiltrados intersticiales o
alveolares en manchas sugestivas de infartacion, edema, neumonia o fibrosis.
Estas opacidades pulmonares son principalmente perivasculares. (Couto, C.
2000, Birchard, S. 2002)

El electrocardiograma (ECG) por lo usual es normal. La enfermedad
avanzada puede inducir desvio del eje a la derecha o arritmia. Los perros con
insuficiencia cardiaca congestiva inducida por la parasitosis casi siempre tienen
registros ECG de agrandamiento ventricular derecho. Las alteraciones en los
cuadros avanzados, comprenden dilatacion atrial y ventricular derecha, hipertrofia
ventricular derecha, movimiento septal paraddjico, corazon izquierdo pequefio y
dilatacion de la arteria pulmonar. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.4.6.4. Pruebas Inmunodiagndésticas:

Son semicuantitativas porque los rapidos e intensos resultados positivos
se consideran en relacion con concentraciones antigénicas mas elevadas.
Detectan el antigeno verminoso circulante del canal reproductivo de las hembras
adultas. En su mayor parte son analisis inmunoabsorbentes enzimaticos (ELISA),
aunque también son accesibles, un método de hemaglutinacién y otro inmunocro-

matografico. Estas pruebas son muy especificas y poseen buena sensibilidad. Los
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resultados positivos son constantes en presencia, como minimo, de 3 hembras de
7 a 8 meses 0 mas adultas. (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.4.6.5. Deteccion de Microfilarias:

La prueba de Knott modificada (prueba de concentracidbn por
centrifugacion) o una prueba de filtro Milipore, es aceptable para descubrir las
microfilarias. Cada método tiene ventajas e inconvenientes, pero su eficacia es
similar. Una prueba de concentracion debe utilizarse para evaluar los perros con
resultados serologicos positivos o signos sugestivos de la enfermedad por
gusanos cardiacos y para valorar la eficacia del tratamiento microfilaricida.
(Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

e

»

Fig. 18: Deteccion de microfilarias por el método de \\

Knott. \\

4.4.7. Tratamiento:

La clasificacion de la magnitud morbosa es Util para guiar el tratamiento.
Los perros con enfermedad leve (clase 1) a moderada (clase 2) reciben la terapia
adulticida. Los pacientes con enfermedad grave (clase 3), o aquellos en clase 2
en quienes se desea un manejo mas conservador, se tratan con un régimen
posologico alternativo. Los perros con sindrome caval (clase 4) no deben recibir
medicaciones adulticidas hasta realizar la extraccidon quirdrgica de los gusanos.
(Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

Tabla 2. Clasificacion de la magnitud de la enfermedad. (Couto, C. 2000)

Manifestacion Patrones Anormalidades

Clase . . - L
Clinica roentgenograficos clinicopatologicas

Ninguna; o tos
ocasional, fatiga con
la actividad o ligera Ninguno Ninguna
pérdida de la
condicién.

(leve)
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2
(moderada)

Ninguna, o tos
ocasional, fatiga con
la actividad o ligera a
moderara pérdida de

la condicion.

Agrandamiento
ventricular derecho y/o
cierta dilatacion arterial

pulmonar;
+opacidades

perivasculares e

intersticiales/
alveolares mixtas

+ Anemia leve (Volumen
celular aglomerado 20 a
30 %)

* proteinuria (2 + tiras
reactivas)

3 (pronunciada)

Pérdida general de
la condicién o
caquexia; fatiga con
la actividad o
esfuerzos leves; tos
ocasional o
persistente; +
disnea;
insuficiencia
cardiaca derecha.

Agrandamiento
ventricular * atrial
derecho; dilatacién

arterial pulmonar
moderada a marcada;
opacidades alvolares/
intersticiales mixtas
perivasculares o
difusas; + evidencia de
tromboembolismo.

+ Anemia (Volumen
celular aglomerado <
30%); + proteinuria (= 2 +
en tiras reactivas)

4
(muy grave)

Sindrome caval.o de
la vena cava.

Agrandamiento arterial
pulmonar y cardiaco
derecho.

Anemia hemolitica,
incremento de las
actividades enzimaticas
hepaticas y CID.
Hemoglobinemia y
hemoglobinuria.

4.4.7.1.

Los compuestos arsenicales organicos eficaces son el diclorhidrato de
melarsomina (2.5 mg/kg) y la tiacetarsamida sédica (2.2 mg/kg); los autores no
recomiendan esta Ultima por efectos toéxicos. Se administran en la musculatura
epaxial a nivel de la tercera a quinta vértebra lumbar, a cada lado de la linea
media dorsal; 2 dosis, separadas por 24 horas. Se debe implementar reposo

estricto durante 4 a 6 semanas después de la terapia adulticida para reducir las

Tratamiento Adulticida:

secuelas del efecto vermicida y tromboembolismo pulmonar. (Birchard, S. 2002)

Contradicciones tratamiento adulticida:

v Insuficiencia hepatica

v" Sindrome nefrético

v" Insuficiencia renal avanzada.
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v" Combinacion de ICC derecha y azoemia renal grave
v' Enfermedades graves concomitantes (Birchard, S. 2002)

4.4.7.1.1. Tratamiento de la dirofilariasis clase 3:
La enfermedad arterial pulmonar grave se presenta en el 10% de los
perros infestados en las regiones altamente endémicas. Muchas veces las

infestaciones son ocultas. (Birchard, S. 2002)

Opcion 1: Perros que no precisan de oxigenoterapia suplementaria continua,
comen y tienen mucosas normales o de color rosa pélido. Una dosis de
diclorhidrato de melarsomina (2.5 mg/kg) y dos dosis de seguimiento, con 24

horas de intervalo, al cabo de 1 a 2 meses. (Birchard, S. 2002)

Opcion 2, 3 y 4: Perros hemodindmicamente inestables que precisan oxigeno
suplementario, estan anoréxicos y tienen mucosas de color muy palido, gris o
ciandticas. (Birchard, S. 2002)

Opcion 2: Animales con muchos gusanos en el corazén derecho y las arterias
pulmonares. Extraccion con pinzas de los gusanos adultos de las arterias
pulmonares; tratar con adulticida para matar, si quedan, los gusanos restantes

después de haber estabilizado al paciente. (Birchard, S. 2002)

Opcidn 3: Confinar al animal en jaula 1 a 3 semanas antes, durante y después del
tratamiento adulticida; al igual que aplicar aspirina (5mg/kg al dia) juntamente con
la opcion 1(Una dosis de diclorhidrato de melarsomina (2.5 mg/kg) y dos dosis de
seguimiento, con 24 horas de intervalo, al cabo de 1 a 2 meses). (Birchard, S.
2002)

Opcidén 4: Confinar al animal en jaula, aplicar aspirina (5 mg/kg al dia) y heparina

(75 unidades/kg, SC, cada 8 horas) 1 semana antes, durante y 3 semanas
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después del segundo tratamiento adulticida conjuntamente con la opcion 1 (Una
dosis de diclorhidrato de melarsomina (2.5 mg/kg) y dos dosis de seguimiento,

con 24 horas de intervalo, al cabo de 1 a 2 meses). (Birchard, S. 2002).

4.4.7.1.2. Tratamiento del Sindrome de la Vena Cava:
Se ve frecuentemente en perros jovenes que han sido objeto de una gran
inoculacién L3 en un breve periodo el afio anterior. Produciendo un colapso

cardiovascular agudo y shock. (Birchard, S. 2002)

La extraccion quirdrgica de los gusanos es el Unico tratamiento agudo
recomendado. Se administra terapia de soporte durante 1 a 3 semanas; luego de
esto se aplica el tratamiento adulticida para eliminar los gusanos restantes.
(Birchard, S. 2002)

4.4.7.2. Tratamiento Microfilaricida:

Antes de aplicar este se debe terminar con el tratamiento adulticida, se
recomienda realizarlo 4 semanas después del anterior. La ivermectina y
milbemicida oxima son microfilaricidas muy eficaces; se acompafan de un menor

ndamero de complicaciones y son los mas faciles de utilizar. (Birchard, S. 2002)

Ivermectina (50 pg/kg) en dilucion 1:9 (1 ml de lvermectina por 9 ml de
propilenglicol o agua) a dosis de 1 ml/ 20 kg VO, 4 semanas después del
tratamiento adulticida. (Birchard, S. 2002)

Realizar una prueba de concentracién de microfilarias a las 3 semanas. Si

es positiva, hay 2 opciones:
o Si se descubren pocas microfilarias puede iniciarse la profilaxis con
macrolidos y el resto de las microfilarias desparecera en un periodo de 6-8

meses.

33




o Repetir el protocolo de ivermectina; luego repetir, a las 3 semanas, la
prueba de concentracion de microfilarias. Los resultados positivos de esta
prueba indican que probablemente persisten gusanos adultos, lo que exige

la repeticion de la fase terapéutica adulticida. (Birchard, S. 2002)

Milbemicina oxima: Dosis de 0.5 mg/kg. Mismo protocolo que ivermectina.
(Birchard, S. 2002)

4.4.8. Prevencion:
Esta indicada en todos los perros que viven en las regiones endémicas;
donde las condiciones calidas y humedas sostenidas son importantes para la

transmision de la parasitosis. (Couto, C. 2000)

La terapia profilactica puede comenzarse a las 6-8 semanas de edad.
Antes de administrar la quimioprofilaxis por primera vez, los perros con suficiente
edad para haber sido infectados con anterioridad deben ser analizados por
antigeno o microfilarias circulantes. En la actualidad existen tres drogas para
prevenir la enfermedad por gusanos cardiacos: los macrolidos (ivermectina (6 a
12 pg/kg), oxima de milbemicina (0.5 a 0.99 mg/kg)) una vez al mes y
dietilcarbamazina (2.5 a 3 mg/kg VO a diario). (Couto, C. 2000, Birchard, S. 2002)

4.4.9. Enfermedad en los Humanos:

La Dirofilaria immitis al infectar al hombre a menudo causan cuadros
pulmonares o cutaneos. D. immitis es transmitida por una variedad de mosquitos.
En el hombre, parece que el pardsito inicia su ciclo desde el tejido subcutaneo,
llega al corazén y muere, es arrastrado luego al pulmon con la circulacion y alli
forma un trombo. Generalmente se encuentra un parasito muerto, que forma un
nodulo de 1 a 4 cm en el pulmén. En general, el parasito es un ejemplar juvenil;
en pocas ocasiones se han encontrado hembras maduras. En radiologia, esta

imagen se llama “lesién en moneda”. (Acha, P. 2001)
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4.5. ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS

También conocida como ELISA por sus siglas en inglés (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay); es un procedimiento de ensayo inmunoenzimético
concebida en 1971 en Suecia y Holanda. Es una técnica altamente sensible y de
gran especificidad, que permite realizar en un corto espacio de tiempo estudios
sobre grandes poblaciones, de manera sencilla y economica. Esta técnica
presenta ademas una buena reproducibilidad y facilidad en la interpretacion de los
resultados. (¢,Coémo se estudian las inmunoglobulinas? s.f., Técnicas Inmunol6-
gicas Ill. 2009)

Se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima,
de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica
como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo)
marcado con un enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la
reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente
revelada mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro. (Fundamen-
tos y Tipos de ELISAs. s.f.)

El area de sus aplicaciones médicas se ha expandido en forma sostenida,
siendo utilizada como sustituto de la técnica de Radioinmunoensayo en la
medicién de hormonas, inmunoglobulinas, antigenos y anticuerpos, en infecciones

bacterianas, micéticas, parasitarias o viricas. (Naranjo, W. s.f.)

4.5.1. Fases de un Ensayo ELISA:
Las 4 fases de un ensayo ELISA son las siguientes:
¢ Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima (peroxidasa,
fosfatasa alcalina). El anticuerpo conjugado al enzima se emplea en los

ensayos directos e indirectos, sandwich, etc. El antigeno marcado se
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45.2.

emplea en ensayos de competicion de antigeno. (Métodos de Biologia
Celular: ELISA. s.f.)

Union del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La union de
anticuerpos o antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos
tratados que tienen gran afinidad por proteinas. (Métodos de Biologia
Celular: ELISA. s.f.)

Formacién de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del
antigeno unido a la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-
antigeno marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario
anti-antigeno y un secundario anti-primario marcado (ELISA indirecto). Este
segundo método permite la amplificacion de la sefial al poderse unir uno o
mas anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso del
anticuerpo unido a la placa se incuba con una mezcla de antigeno y
antigeno marcado. Se ensayan diferentes relaciones de antigeno frio frente
a una cantidad fija de antigeno marcado. Es el ensayo de competicion del
antigeno. (Métodos de Biologia Celular: ELISA. s.f.)

Revelado de la reaccién enzimatica. Después de un lavado para eliminar
todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos se
afade el sustrato enzimético en solucién. Se deja reaccionar y se lee la
densidad optica (D.O.) mediante espectrofotometria. (Métodos de Biologia
Celular: ELISA. s.f.)

Tipos de Técnica de ELISA:

Técnicas cualitativas: esta técnica nos indica la ausencia 6 presencia de un
antigeno o anticuerpo determinando. Los kits incluyen controles positivos y
negativos para poder determinar esta presencia o ausencia de antigenos.

Ejemplo: HIV, Hepatitis, etc. (Naranjo, W. s.f.)
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7+ Técnicas cuantitativas: esta técnica nos indica la cantidad de antigeno 6
anticuerpo presente en la muestra. Los kits incluyen +/- 6 estandares
(sueros de diferentes concentraciones del antigeno objetivo) con los cuales
se realiza una curva para asi poder determinar la concentracion de la

muestra. Ejemplo: Hormonas, Marcadores tumorales, etc. (Naranjo, W. s.f.)

yx  Técnicas semi-cuantitativas: esta técnica nos da indicio de la cantidad de
antigeno 6 anticuerpo presente en la muestra con la utilizacion de un

estandar 0 calibrador. Ejemplo: ANA, nDNA, etc. (Naranjo, W. s.f.)

4.5.3. Tipos de ELISA:

45.3.1. Anticuerpos Marcados:

4.5.3.1.1. ELISA Directo:
Consta de las siguientes etapas:
Fijacién al soporte insoluble (“tapizado”) de antigenos especificos. Lavado
para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados. (Fundamentos y
Tipos de ELISAs. s.f.)

Adicion de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una
enzima; si los anticuerpos reaccionan con los antigenos, el
complejo quedard solubilizado. Lavado para eliminar los —=
anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. (Fundamentos y
Tipos de ELISAs. s.f.)

ELISA directo

Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea. (Fundamentos y Tipos de
ELISAS. s.f.
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Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (Fundamentos y
Tipos de ELISAs. s.f.)

4.5.3.1.2. ELISA Indirecto:
Consta de las siguientes etapas:
Fijacidon al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos
objeto de estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no

fijados. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Adicion del suero problema, de tal forma que sus anti-
cuerpos reaccionaran especificamente con los antigenos fijados al
soporte. Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no &)

hayan reaccionado. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.) ELISA indirecto

Adicion de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y que se
encuentran fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos

marcados que no hayan reaccionado. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)
Afadidura de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea. (Fundamentos y Tipos de

ELISAs. s.f.)

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (Fundamen-tos y
Tipos de ELISAs. s.f.)

45.3.1.3. ELISA Sandwich:

4.5.3.1.3.1. Doble (DAS):

Consta de las siguientes etapas:
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Fijacibn al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patdgeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente

o no fijados. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Adicién de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero, plasma,
etc.), de tal forma que si estd presente el agente patdgeno de diagnostico
(antigeno), reaccionara especificamente con los anticuerpos fijados al soporte.
Lavado para eliminar los antigenos que no hayan reaccionado y los restos de la

muestra no fijados. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Afadidura de anticuerpos especificos del antigeno a detectar
(deben tener un epitopo diferente de los anticuerpos con los que se

han tapizado el soporte) conjugados con una enzima, los cuales

reaccionan con los antigenos afadidos con la muestra problema y
que se encuentran fijados a los anticuerpos. Lavado para eliminar  grg4 sindwich
los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. DAS

(Fundamentos y Tipos de ELISASs. s.f.)

Adiciébn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea. (Fundamentos y Tipos de
ELISAs. s.f.)

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (Funda-mentos y
Tipos de ELISAs. s.f.)

4.5.3.1.3.2. Heterologo (HADAS):
Consta de las siguientes etapas:
Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patdgeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente
o no fijados. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)
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Adicién de la muestra problema (extracto vegetal, sangre,
suero, plasma, etc.), de tal forma que si esta presente el agente pa-

tégeno de diagnostico (antigeno), reaccionara especificamente con

los anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los antige-

I{de Agyde Ac)

nos que no hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados. A

(Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Afadidura de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben tener
un epitopo diferente de los anticuerpos con los que se ha tapizado el soporte), los
cuales reaccionan con los antigenos afiadidos con la muestra problema y que se
encuentran fijados a los anticuerpos. Lavado para eliminar los anticuerpos que no

hayan reaccionado. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Adicibn de anticuerpos conjugados con una enzima anti-anticuerpos
empleados en el paso anterior. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos

marcados que no hayan reaccionado. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Afadidura de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccién si se desea. (Fundamentos y Tipos de
ELISAs. s.f.)

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (Fundamen-tos y
Tipos de ELISAs. s.f.)

45.3.2. Antigeno Marcado:

4.5.3.2.1. ELISA Competitivo:
Consta de las siguientes etapas:
Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente patége-

no a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no
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fijados. (Fundamentos y Tipos de ELISAs. s.f.)

Adicion en concentracion conocida de una mezcla de antigenos del
anticuerpo utilizado en el paso anterior, marcados con una enzima y antigenos
desconocidos objeto de estudio. Paralelamente, afiadir Gnicamente antigenos del
anticuerpo usado en el paso anterior, marcados con una enzima. Lavar para
eliminar los antigenos que no hayan reaccionado. (Fundamentos y Tipos de
ELISAs. s.f.)

Anadidura de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea. (Fundamentos y Tipos de
ELISAs. s.f.)

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado de ambas
pruebas y comparar los resultados. Si las lecturas de ambas pruebas son
analogas, el antigeno a estudio no tienen nada que ver con los anticuerpos
empleados para tapizar el soporte. Si hay diferencia en las lecturas de ambos
pocillos, el antigeno objeto de estudio, esta relacionado serolégicamente con el
anticuerpo empleado para tapizar el soporte y la diferencia de densidad éptica, es
proporcional a la concentracibn del antigeno problema en la muestra.

(Fundamentos y Tipos de ELISASs. s.f.)

El desarrollo de la biologia molecular y la produccién de anticuerpos
monoclonales, ha permitido disponer, en los ultimos afos, de reactivos de
diagnostico de gran sensibilidad y especificidad, incluso en forma de KITS, de facil

y sencilla realizacion e interpretacion. (Técnicas Inmunologicas Ill. 2009)
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4.6. KIT DE ELISA RAPIDO (SNAP®)

La muestra y el conjugado se combinan en el tubo para la muestra. El
conjugado de la muestra contiene el anticuerpo con una enzima ligada a este. El
complejo enzima-anticuerpo se une al antigeno de una muestra infectada.
(SNAP® Test Use ELISA Technology. 2011.)

El contenido del tubo para la muestra, al ser agregado al dispositivo SNAP,
comienza a fluir en la matriz. El complejo conjugado-antigeno se une al anticuerpo
marcado en la matriz. Al ser el dispositivo SNAP activado; la muestra fluye hacia
atras por la matriz. Un fluir bidireccional proporciona una segunda oportunidad al
complejo conjugado-antigeno para unirse al anticuerpo. (SNAP® Test Use ELISA
Technology. 2011)

La solucion de lavado limpia la matriz de restos del complejo conjugado-
antigeno-anticuerpo, que puedan interferir con los resultados. (SNAP® Test Use
ELISA Technology. 2011)

La solucion de substrato incolora, interacta con las enzimas del
conjugado. Cada enzima convierte multiples moléculas del substrato de incoloras
a azules, amplificando la sefial. Esta reaccién forma puntos azules en la ventana
del dispositivo SNAP, para la lectura facil de un resultado positivo. Cualquier
tonalidad azul en las marcas especificas para la muestra indica la presencia de
anticuerpos de Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burdogferi, y
antigenos de Dirofilaria immitis. (SNAP® Test Use ELISA Technology. 2011)

Esta prueba detecta anticuerpos IgM y especialmente la IgG para A.
phagocytophilum y E. canis, por medio del péptido sintético de la proteina de
superficie principal (p44/MSP2) se detectan los anticuerpos especificos de A.

phagocytophilum y las proteinas de membrana externa P30 y P30-1 se utilizan
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para detectar los anticuerpos especificos de E. canis. Al igual que en las
anteriores, detecta anticuerpos contra el péptido C6 de B. burgdorferi; que solo

esta presente cuando existe una infeccion activa. (Shiwen, W. 2012)

También detecta antigenos (glucoproteina) que se encuentra en todas las
partes del parasito adulto, aunque la principal fuente de antigeno circulante es el
tracto genital de la hembra madura de D. immitis. (Aiello, S. eds. 2000)
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 MATERIALES:

5.1.1 Recursos Humanos:
Estudiante de Medicina Veterinaria

2 médicos veterinarios asesores de tesis

5.1.2 Recursos Biologicos:
Sangre de 40 perros (Canis familiaris)

40 caninos

5.1.3 Recursos de Laboratorio

40 tubos de ensayo con anticoagulante EDTA
Jeringas

40 Kits de ELISA (Kit SNAP 4DX®)

5.1.4 Centros de Referencia:
Biblioteca Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Internet

5.2 METODOLOGIA:

5.2.1 Areade Estudio
La investigacion se llevd a cabo en el municipio de Siquinald, departamento

de Escuintla, Guatemala.

El municipio de Siquinala se encuentra ubicado en el noroeste del
departamento de Escuintla, con una altitud de 336.58 msnm, tiene una extension
territorial de 170 kilbmetros cuadrados; se encuentra a una distancia de 82 kilo-

metros de la ciudad capital y a 23 kildmetros de la cabecera departamental.
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Sus coordenadas geograficas son latitud norte 14°18’ 21” y longitud oeste
90°57°58”.

Sus limites y colindancias son: al norte con Santa Lucia Cotzumalguapa y
Escuintla, al sur con La Democracia, al este con Escuintla (municipio) al oeste con

Santa Lucia Cotzumalguapa.

El municipio cuenta con los siguientes centros poblados: cabecera
municipal (casco urbano) 3 aldeas, 2 comunidades, 27 fincas, 17 colonias, 1

anexo, 1 callejon, 8 caserios, 4 granjas y 1 villa.

El clima que predomina en la mayor parte del municipio es calido en sus
partes bajas y semitemplado en la parte media del territorio, registrandose
temperaturas entre 16 °C la minima, 32 °C la maxima. La época lluviosa inicia en
mayo y finaliza en octubre, dando inicio posteriormente la época seca. Las
precipitaciones pluviales anuales pueden alcanzar hasta los 400 nm, los meses

mas lluviosos, son de julio a septiembre.

5.2.2. Demografia:

Para el afio 2009, se contaba con una poblacién de 20,843 habitantes; que
se encuentra distribuida entre el area rural 74% y urbana 26%. La distribucién por
sexo es muy similar, con una minima diferencia de 1.8% al sexo masculino. (Plan

de Desarrollo Siquinald, Escuintla. 2011)

Fig. 1: Localizacién del

Municipio de Siquinald.
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5.2.3. Seleccidn de la muestra:

Se procedié a tomar las muestras de sangre de 40 caninos al azar; que
estén parasitados por garrapatas, sean mayores de 6 meses de edad. Se dividié
el municipio en 4 partes, se tomaron 10 muestras de la parte norte, 10 muestras

de la parte sur, 10 muestras de la parte este y 10 muestras de la parte oeste.

5.2.4. Procesamiento de la muestra:

Se tomo6 una muestra de sangre (2 ml), procedente de la vena cefalica; se
coloc6 en un tubo de ensayo con anticoagulante EDTA. Usando la pipeta
cuentagotas del kit, se transfirieron 3 gotas de muestra (sangre entera) al tubo de

ensayo del Kit.

Se le agregaron 4 gotas del conjugado (anti-HW/AP/LY/EC: HRPO), en
posicion vertical; se tapa el tubo de ensayo, se homogeniz6 delicadamente.

Se colocé el dispositivo (SNAP 4DX®) en una superficie horizontal, se

depositd el contenido del tubo de ensayo dentro del pozo para la muestra.

La muestra fluyé por la ventana de resultados, alcanzando el circulo de

activacion en 30 a 60 segundos aproximadamente.

Al aparecer color en el circulo de activacion, se presionoé el activador de la
prueba con firmeza, hasta que quedd al mismo nivel con el cuerpo del dispositivo
(SNAP 4DX®). El resultado se leyé en 8 minutos a partir del momento de

activacion.

5.2.5. Interpretacion:
Si el resultado es positivo, se observa un punto azul en la casilla

determinada para cada agente etiolégico y el control positivo de la prueba.
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Si el resultado es negativo, solo se observa un punto azul en la casilla del
control positivo de la prueba.

5.3 ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados se anotaron en una ficha de datos (ver Anexo 1).

Para el analisis de datos se realiz0 estadistica descriptiva para cada agente

etioldgico.

La presentacion de resultados se ejecut6 en graficas y tablas de resultados

(ver anexo 2).

a7




VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 RESULTADOS:

En este estudio, se utilizaron en total 40 muestras sanguineas provenientes
de perros del municipio de Siquinala, a las cuales, se les realiz6 la prueba de
ELISA rapida (SNAP 4 dx) para la deteccion de anticuerpos circulantes de
Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi y antigenos
circulantes de Dirofilaria immitis; de estas muestras se obtuvieron los siguientes

resultados:

Del total de caninos evaluados, reveld que el 63% de éstos, se hallan
positivos a la presencia de anticuerpos/antigenos de 1 0 mas agentes etioldgicos;

y el 37% negativos. (Ver Anexos, Grafica 1)

De la cantidad de muestras positivas, 18 caninos presentaron con
anticuerpos circulantes para Ehrlichia canis; que representa el 72% de las

muestras positivas. (Ver Anexos, Grafica 2)

En la cantidad de muestras positivas, 4 caninos mostraron anticuerpos
circulantes para Anaplasma phagocytophilum; que representa el 16% de las

muestras positivas. (Ver Anexos, Grafica 2)
Concerniente a la cantidad de muestras positivas, se aprecié un total de 3
caninos con antigenos circulantes para Dirofilaria immitis; que representa el 12%

de las muestras positivas. (Ver Anexos, Gréfica 2)

No se localizaron muestras positivas para Borrelia burgdorferi. (Ver

Anexos, Grafica 2)

En 2 caninos, se detecto positividad a anticuerpos circulantes de Ehrlichia
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canis y Anaplasma phagocytophilum. Ademas, los 3 caninos positivos a
antigenos circulantes de Dirofilaria immitis, coincidieron con positividad para

anticuerpos circulantes de Ehrlichia canis.

La cantidad de animales, muestreados y con resultados positivos, segun el
sexo; dio como resultado el 60% para los machos y 40% para las hembras. (Ver

Anexos, Grafica 3)

Del total de machos muestreados se determindé un 67% positivos a la

presencia de anticuerpos/antigenos 'y 33% negativos. (Ver Anexos, Grafica 4)

Con respecto a la cantidad de muestras positivas, resultdé un total de 13
caninos con anticuerpos circulantes para Ehrlichia canis; que representa el 81%

de la poblaciéon de machos positiva. (Ver Anexos, Grafica 5)

De la cantidad de muestras positivas, aparecieron 2 caninos con antigenos
circulantes para Dirofilaria immitis; que representa el 13% de la poblacion de

machos positiva. (Ver Anexos, Grafica 5)

En cuanto a cantidad de muestras positivas, solo habia 1 canino con
anticuerpos circulantes para Anaplasma phagocytophilum; que representa el 6%

de la poblaciéon de machos positiva. (Ver Anexos, Gréfica 5)

Por el lado de las hembras, el 56% fueron positivas, a la presencia de

anticuerpos/antigenos y 44% negativas. (Ver Anexos, Grafica 6)

Referido a la cantidad de muestras positivas solo 5 caninos con
anticuerpos circulantes para Ehrlichia canis; representa el 56% de la poblacion de

hembras positiva. (Ver Anexos, Grafica 7)
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De la cantidad de muestras positivas surgieron 3 caninos con anticuerpos
circulantes para Anaplasma phagocytophilum; representando el 33% de la

poblacién de hembras positiva. (Ver Anexos, Grafica 7)

En relacion a la cantidad de muestras positivas aparecié 1 canino con
antigenos circulantes para Dirofilaria immitis; indicando el 11% de la poblacion de

hembras positiva. (Ver Anexos, Grafica 7)

La edad promedio de los perros es de 3 a 5 afios aproximadamente, siendo
en su totalidad sin raza definida.

6.2 DISCUSION:

ELISA es una prueba seroldgica utilizada para la deteccién de antigeno y/o
anticuerpos circulantes en una muestra, mediante el empleo de enzimas, unidas

al antigeno o al anticuerpo. (Calderén, R. 2007)

El desarrollo de color en la ventana de resultados de la prueba indicé la
presencia de anticuerpos circulantes contra Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophillum y antigeno del parasito del corazén Dirofilaria immitis.
(Calderén, R. 2007)

Los resultados, demuestran la existencia de anticuerpos circulantes, al estar
estos perros expuestos al vector con ello a la presencia del agente etiologico en el
municipio de Siquinala. El diagnéstico positivo no indica en qué fase de la
infeccion se encuentra el perro, ya sea, aguda, subclinica o cronica, incluso puede
presentarse luego de un tratamiento efectivo lo relevante es, que indica la
exposicion del perro al agente etiolégico. (Buritica, E. Salazar, H. 2011, Lorente,
C. 2004)
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No se encontré la presencia de anticuerpos de Borrelia burgdorferi, debido a
que la distribucion geografica de esta enfermedad, comprende actualmente sélo
el hemisferio norte (Estados Unidos, Europa y Asia). (Osorio A, Gonzalo, M. 2001,
Rubio, A. Salas, E. Gomez, G. 2011)

No hay una diferencia estadisticamente significativa, en relacion al sexo y a

la presencia de positividad a la prueba. (Ver Anexo 3)

El agente etiolégico, con mas casos positivos es Ehrlichia canis, puede
corresponder a la alta distribucion que tiene su vector Rhipicephalus sanguineus;
ya que, se ha descrito que ocurren casos en cuatro continentes (Asia, Africa,
Europa y América). Esta garrapata es mas activa y abundante durante el verano,
donde se ve favorecido su desarrollo. Ademés, es capaz de transmitir otros
agentes patdgenos, entre los que se encuentra: Anaplasma phagocytophilum,
Babesia canis, Hepatozoon canis, Anaplasma platys, Haemobartonella canis, por
lo que no es raro encontrar mas de una enfermedad asociada en el mismo animal.
Lo cual se pudo comprobar al encontrar 2 caninos con una coinfeccion de
Ehrlichia canis y Anaplasma phagocytophilum. (Warner, T. Harrus, S. 2004, Las
garrapatas — “Ticks” — (Ixodida). sf.)

La dirofilariasis, ha sido descrita en todo el mundo sobre todo en zonas
tropicales y subtropicales o con humedad constante, debido a que el clima célido
y himedo proporciona las condiciones ecolégicas ideales para el desarrollo del
mosquito vector. Mufioz (2003) cita que los culicidos requieren un medio himedo
para desarrollar sus larvas y una temperatura media mayor a 14° centigrados
para completar su propio ciclo biolégico. Ademas, la temperatura media debe
sobrepasar los 14° centigrados durante dos semanas aproximadamente para que
las larvas (L;) maduren (L3) dentro del mosquito; si la temperatura es mas baja de
los 14° centigrados no maduran, sobreviviendo en el mosquito hibernante para

completar su desarrollo al darse las condiciones medioambientales favorables. El
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parasito se ha adaptado a zonas de clima continental, en las que su transmisiéon

se limita a las estaciones templadas y calidas. (Mufioz M. 2003)

En el municipio de Siquinala, predomina el clima céalido y semitemplado;
registrando temperaturas que oscilan entre 16° - 32° centigrados, permitiendo que
las condiciones ambientales sean las ideales para el desarrollo de los vectores
(garrapata, mosquito) con ello, la transmision de los diferentes agentes etiolégicos

y el desarrollo del ciclo biologico de estas entidades infecciosas en los caninos.
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VII. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se comprobd la presencia de anticuerpos
circulantes contra Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum y antigenos
circulantes de Dirofilaria immitis, en perros del municipio de Siquinalg,

Escuintla.

. Se encontré que el 63% de la poblacion muestreada son positivos a la
presencia de anticuerpos/antigenos de los diferentes agentes etiologicos; y

el 37% son negativos.

. A la poblacién canina, que resulté positiva a la prueba de ELISA (SNAP
4dx), en 18 caninos, se manifestaron anticuerpos a Ehrlichia canis

representando el 72% de las muestras positivas.

De los caninos muestreados a través de ELISA SNAP 4dx, 4 caninos,
mostraron anticuerpos a Anaplasma phagocytophilum, representando el

16% de las muestras positivas.

Usando la prueba de ELISA rapida, 3 caninos, resultaron positivos a
antigenos a Dirofilaria immitis; representando el 12% de las muestras

positivas.

De las 40 muestras procesadas en ninguna se localizé la presencia de

anticuerpos circulantes contra Borrelia burgdorferi.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar un estudio con un mayor nimero de muestras sanguineas y en
diferente época del afio para conocer coOmo se comportan estos agentes

etioldgicos, en el municipio de Siquinala, Escuintla.

2. Mantener un mayor control de los diferentes vectores de estas

enfermedades, para evitar la propagacion de las mismas.

3. Realizar este mismo estudio en otros departamentos, para generar la
informacion del comportamiento de estos agentes etiolégicos en toda la

republica.
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IX. RESUMEN

Las enfermedades mas importantes causadas por rickettsias encontramos
a Ehrlichia canis y Anaplasma phagocytophilum; siendo transmitidas por un
vector, la primera por Riphicephalus sanguineus (garrapata marron del perro) y la
segunda por las garrapatas del género Ixodes, dependiendo de su localizacion

geografica.

El padecimiento clasico provocado por estos agentes, empieza con un
curso agudo a cronico; inducido por una infeccion de las células mononucleares,

donde parasitan el citoplasma de los monocitos, macrofagos y granulocitos.

Al igual que la anaplasmosis, la espiroqueta Borrelia burgdorferi,
responsable de la enfermedad de Lyme; es transmitida por garrapatas del género

Ixodes, dependiendo de su localizacién geogréfica.

En la infeccién con este agente, se pueden presentar diversas manifesta-
ciones clinicas, desde enfermedades en las articulaciones, hasta anomalias
neurolégicas, cardiacas y renales; siendo el signo clinico mas comudn la

claudicacion.

La dirofilariasis o enfermedad por gusano de corazén, es causada por el
nematodo Dirofilaria immitis, transmitido por varias especies de mosquitos, siendo

los géneros mas implicados Culex sp., Anopheles sp., y Aedes sp.

Los signos clinicos de la enfermedad dependen de varios factores: estadio

del ciclo de vida, severidad de la infestacion y la respuesta del huésped.

En la actualidad existen en el mercado test comerciales de diagndstico de

estas enfermedades basados en la técnica de ELISA.
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El objetivo de este estudio es generar informacion acerca de la presencia
de anticuerpos de Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocyto-
philum y antigenos de Dirofilaria immitis, por medio de la prueba rapida de ELISA,;

en perros del municipio de Siquinala, Escuintla.

Para ello, se utilizaron en total 40 muestras sanguineas procedentes de
perros de la poblacion, luego se realizo la prueba rapida de ELISA; de estas

muestras se obtuvieron los siguientes resultados:

Del total de caninos evaluados, reveld que el 63% de éstos, se hallan
positivos a la presencia de anticuerpos/antigenos de 1 o0 mas agentes etioldgicos;

y el 37% negativos. (Ver Anexos, Grafica 1)

De la cantidad de muestras positivas, se encontrd un total de 18 caninos
con anticuerpos circulantes para Ehrlichia canis; que representa el 72% de las
muestras positivas; 4 caninos con anticuerpos circulantes para Anaplasma
phagocytophilum; que representa el 16% de las muestras positivas; 3 caninos con
antigenos circulantes para Dirofilaria immitis; que representa el 12% de las

muestras positivas. No se localizaron muestras positivas para Borrelia burgdorferi.

En 2 caninos, se detectd positividad a anticuerpos circulantes de Ehrlichia
canis y Anaplasma phagocytophilum. Ademas, los 3 caninos positivos a
antigenos circulantes de Dirofilaria immitis, también coincidié con positividad para

anticuerpos circulantes de Ehrlichia canis.

Los resultados, demuestran la existencia de anticuerpos y antigenos
circulantes, indicando que estos perros estuvieron expuestos al vector en algun
momento de su vida y, con esto, a la presencia del agente etiolégico en el

municipio de Siquinala.
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SUMMARY

The most important diseases caused by rickettsia are Ehrlichia canis and
Anaplasma phagocytophilum, being transmitted by a vector, the first by
Rhipicephalus sanguineus (brown dog tick) and the second by Ixodes ticks,
depending on your geographic location. The classic illness caused by these
agents, starts with an acute to chronic; induced by infection of mononuclear cells,

which parasitize the cytoplasm of monocytes, macrophages and granulocytes.

As anaplasmosis, Borrelia burgdorferi, responsible for Lyme disease, is
transmitted by Ixodes ticks, depending on geographic location. In infection with
this agent can have various clinical manifestations, from joint disease, to
neurological, heart and kidney abnormalities, being the most common clinical sign

claudication.

The heartworm or heart worm disease is caused by the nematode Dirofilaria
immitis, transmitted by several species of mosquitoes, being more involved the
genres Culex sp., Anopheles sp., and Aedes sp. Clinical signs of the disease
depend on several factors: the life cycle stage, severity of the infestation and the

host response.

The aim of this study is to generate information about the presence of
antibodies to Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum

and heartworm antigens, through ELISA rapid test, in dogs of Siquinala, Escuintla.

To do this, was used a total of 40 blood samples from dogs of the
population and then underwent rapid ELISA test; these samples gave the following
results: Of total dogs evaluated, it was found that 63% of them are positive for the
presence of antibodies / antigens of one or more causative agents, and 37% is

negative.
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From the number of positive samples, was found a total of 18 dogs with
antibodies to Ehrlichia canis, which represents 72% of the positive samples, 4
dogs with antibodies to Anaplasma phagocytophilum, which represents 16% of the
positive samples, 3 dogs with circulating antigens to Dirofilaria immitis, which
represents 12% of the positive samples. No positive samples were found for

Borrelia burgdorferi.

In two dogs, it was found circulating antibody positivity Ehrlichia canis and
Anaplasma phagocytophilum. Furthermore, 3-positive dogs circulating antigen
Dirofilaria immitis, were also positive with antibodies for Ehrlichia canis. The
results demonstrate the existence of antibodies and circulating antigens, indicating
that these dogs were exposed to vector at some point in his life and, with this, the

presence of the etiologic agent in Siquinalé.
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Xl. ANEXQOS




Anexo 1. Ficha de Datos

“Determinacion de la presencia de Anticuerpos circulantes de Ehrlichia
canis, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi y Antigenos
circulantes de Dirofilaria immitis, a través de la Prueba Rapida de ELISA, en
perros, del municipio de Siquinala, Escuintla”.

N° de perro:
Sexo:

Raza:

Edad aproximada:

Juvenil (1 afo)

Adulto (1 a 7 afos)

Senil (8 afios en adelante)

Anexo 2. Tabla de Resultados

N° de Sexo Raza Positivo / Negativo
Muestra EC AP BB DI

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Tabla 1. Caninos positivos y negativos a la prueba de ELISA

Caninos Muestreados Positivos Negativos
40 25

15

Gréfica 1. Porcentaje de caninos positivos y negativos a la prueba de ELISA

Negativos
37%
Positivos
63%

Tabla 2. Caninos positivos a la presencia de anticuerpos/antigenos a la prueba
de ELISA; segun cada agente etioldgico

Positivo a:
Muestra Positiva . A. B. . "
E. canis . .| D. immitis
phagocytophilum | burgdorferi
25 18 4 0 3

Gréfica 2. Numero de caninos positivos, a la presencia de anticuerpos/antigenos
a la prueba de ELISA; segun cada agente etioldgico

18

[T - aa @8
E.canis . '

— |
phagocytophilum B. burgdorferi D. immitis
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Tabla 3. Caninos muestreados segun el sexo.

Caninos Muestreados Machos Hembras
40 24 16

Gréfica 3. Porcentaje de caninos muestreados segun el sexo.

Hembras

40%
Machos

60%

Tabla 4. Caninos machos positivos y negativos a la prueba de ELISA.

Caninos Muestreados Positivos Negativos

24 | 16 8

Gréfica 4. Porcentaje de caninos machos positivos y negativos a la prueba de
ELISA.

Negativos

33%

Positivos
67%
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Tabla 5. Caninos Machos positivos a la presencia de anticuerpos/antigenos a la

prueba de ELISA; segun cada agente etioldgico.

Muestra Positiva de Positivo a:
. ) A. B. . .
Caninos Macho E. canis . . | D. immitis
phagocytophilum | burgdorferi
16 13 1 0 2

Gréfica 5. Numero de caninos machos positivos a la presencia de

anticuerpos/antigenos a la prueba de ELISA; segun cada agente etiologico.

13

15

10

E. canis

A

phagocytt')phimm B. burgdorferi

D. immitis

Tabla 6. Caninos hembras positivas y negativas a la prueba de ELISA.

Caninos Muestreados Positivos Negativos
16 9 7

Gréfica 6. Porcentaje de caninos hembras positivas y negativos a la prueba de
ELISA.

» Negativos
Positivos 44%

56%
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Tabla 7. Caninos hembras positivas a la presencia de anticuerpos/antigenos a la
prueba de ELISA; segun cada agente etioldgico.

Muestra Positiva de Positivo a:
. . A. B. . "
Caninos Hembras E. canis . . | D. immitis
phagocytophilum | burgdorferi
9 5 3 0 1
Gréafica 7.

Numero de caninos hembras positivas a la presencia de
anticuerpos/antigenos a la prueba de ELISA; segun cada agente etiologico.

o [y N w ES a1
| -

1
0
e T 2N = _/\_':,
E. canis A. phagocytophilum .

B. burgdorferi D. immitis

Anexo 3. Prueba Chi®. Utilizada para comprobar si dos caracteristicas cualitativas
estan relacionadas entre si.

Tabla 8. Animales infectados por sexo.

Resultado Positivos Negativos Total
Machos 16 8 24
Hembras 9 7 16
Total 25 15 40

Ho= No existe diferencia entre el sexo del canino y la presencia de positividad a la
prueba.

Ha= Existe diferencia entre el sexo del canino y la presencia de positividad a la
prueba.
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X? = [(ad) - (bc) — N/2]* * N / (a+b)(c+d)(a+c)(b+d)

X? = [16*7) - (8*9) — 40/2]* * 40 / (16+8)(9+7)(16+9)(8+7) =
X? = 16,000 / 144,000 =

X?=0.11

X? calculado (0.11) > X? tabulado (3.84) = No se rechaza la Ho; estableciendo que
no hay diferencia entre el sexo del canino y la presencia de positividad a la

prueba.
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