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RESUMEN

Las garrapatas son responsables de la transmision de muchos hemoparasitos,
ya sea en forma unica o por coinfeccion. El objetivo del presente estudio fue
evaluar los efectos de la infeccion o coinfeccion con Ehrlichia canis (E. canis),
Babesia canis (B. canis), y Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum)
en los valores hematolégicos durante la fase subclinica en perros del area
urbana de Zarumay Pifias. Para este estudio se utilizaron 384 animales del area
urbana, 192 de Zaruma y 192 de Pifas; considerando los siguientes criterios de
inclusién: sin sintomatologia clinica, examen fisico general normal y presencia
de paréasitos hematoldgicos en frotis sanguineo. Los perros fueron clasificados
en 8 subgrupos: Grupo 1, positivos a E. canis; Grupo 2, positivos a B. canis,
Grupo 3, positivos a A. phagocytophilum, Grupo 4, positivos a E. canis y B. canis,
Grupo 5, positivos a E. canis y A. phagocytophilum, Grupo 6, positivo a B. canis
y A. phagocytophilum Grupo 7, positivos a E. canis, B. canis y A.
phagocytophilum y Grupo 8 o control, animales totalmente sanos. Las muestras
se tomaron mediante puncion de la arteria del pabellon auricular para deteccion
de hemoparéasitos mediante frotis in Situ y posterior tincion de Giemsa y
venopuncion cefélica para el hemograma. Los resultados nos permitieron
determinar la presencia de hemoparasitos en esta zona del pais, encontrando
una prevalencia de 20,6% de Ehrlichia, siendo mas recurrente en perros, seguido
de Babesia 5,2%, Anaplasma 2,9% y en coinfeccion 5,5% de la asociacion
Ehrlichia - Babesia, 0,8% Ehrlichia - Anaplasma y 0,5% Anaplasma — Babesia y
0% Ebhrlichia - Babesia — Anaplasma; en cuanto a los valores hematolégicos no
se encontraron alteraciones significativas asociadas a la infeccion por
hemoparasitos, llegando a la conclusion de que la presencia de estos agentes
infecciosos inciden en muy baja proporcién en los valores eritrocitaros o

leucocitarios en perros en fase subclinica.

Palabras clave: Prevalencia. Hemoparasitos. Ehrlichia canis. Babesia canis.
Anaplasma phagocytophilum. Alteraciones hematologicas
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Abstract

Ticks are responsible of the transmission of many hemoparasites, by either
unique way or coinfection. The objective of this research was to evaluate the
effects of the infection or coinfection by Ehrlichia canis (E. canis), Babesia canis
(B. canis), and Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum) in the
hematological values during the subclinical phase in dogs of the urban area of
Zaruma and Pifas. For this research 384 dogs from the urban area were used,
192 from Zaruma and 192 from Pifas; considering the following inclusion criteria:
no clinical symptoms, normal general physical examination and presence or
absence of hematological parasites in blood smears. Dogs were classified in 8
subgroups: Group 1, positive to E. canis; Group 2, positive to B. canis, Group 3,
positive to A. phagocytophilum, Group 4, positive to E. canis and B. canis, Group
5, positive to E. canis and A. phagocytophilum, Group 6, positive to B. canis and
A. phagocytophilum Group 7, positive to E. canis, B. canis and A.
phagocytophilum and Group 8 or control, totally healthy animals. The samples
were taken by puncture of the auricle for detection of hemoparasites by smears
In situ and subsequent Giemsa stain and cephalic venipuncture for the
hemogram. The results allowed us to determine the prevalence of hemoparasites
in this area of the country, finding an incidence of 20.6% of Ehrlichia, being more
recurrent in dogs, followed by Babesia 5.2%, Anaplasma 2.9% and in coinfection
5, 5% of the association Ehrlichia - Babesia, 0.8% Ehrlichia - Anaplasma, 0.5%
Anaplasma — Babesia and 0% Ehrlichia — Babesia - Anaplasma, in terms of
hematological values no significant alterations associated with hemoparasitic
infection were found, concluding that the presence of these infectious agents falls
on a very low proportion of erythrocyte or leukocyte values in dogs in the

subclinical phase.

Keywords: Prevalence. Hemoparasites. Ehrlichia canis. Babesia canis.

Anaplasma phagocytophilum. Hematologic disorders
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1. INTRODUCCION
Actualmente, las relaciones humano-animales, cada vez mas estrechas, ponen
en riesgo la salud publica debido a la posible transmisién de enfermedades
zoonoticas. Hoy en dia los perros dejaron de ser simples mascotas para
convertirse en miembros de una familia compartiendo el mismo espacio que sus
duefios. Esta estrecha relacion coloca al ser humano en un estado de
vulnerabilidad frente a la presencia de ectoparasitos responsables de la
transmision de enfermedades zoonoticas hemoparasitarias como: E. canis y A.

phagocytophilum.

Debido al incremento de casos por infeccion de Ehrlichia y Anaplasma spp. en
seres humanos; en Europa los estudios han aumentado, asi como la relacion
entre la presentacion de uno o los dos agentes infecciosos en un mismo animal
con cambios en valores hematolégicos (Sainzy col., 2015). En EEUU, el estudio
experimental realizado por Gaunt y col. (2010), con E. canis y A. platys mostrd
también trombocitopenia y alteraciones marcadas frente a una coinfeccion,
sefialando que existe riesgo de agudizacion de la enfermedad ante la presencia
de méas de un hematozoario en el perro. En Ecuador, estudios revelan la
prevalencia de este tipo de afecciones en todo el pais, con mayor predominio
en la regién Costa; asi lo indica Torres (2016), quien demostré la prevalencia de
B. canis en perros atendidos en la ciudad de Machala; Tutachéa (2016), identifico
E. canis y A. phagocytophilum en perros callejeros de Guayaquil. McCown,
Monterroso, y Grzeszak (2011), comprobaron la prevalencia de E. canis y A.
phagocytophilum en las ciudades de Manta y Guayaquil; sin embargo, estos
analisis no exponen la existencia de cambios hematologicos producidos por la
presencia de estos hemoparasitos en perros.

En nuestro pais, existen Unicamente estudios acerca de la prevalencia de
enfermedades transmitidas por hemoparasitos como: E. canis, B. canis, A.
phagocytophilum, entre otros; sin embargo, no existen investigaciones
realizadas sobre los cambios hematolégicos que éstos producen en los perros
infectados o coinfectados por los mismos. Actualmente, no hay datos publicados
de seroprevalencia de este tipo de enfermedades en las ciudades de Zarumay
Pifias. Ademas, la deteccion de un posible patron de cambios hematolégicos en

15
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perros durante la etapa subclinica permitira un diagndstico temprano, pudiendo

prevenirse el estado cronico de la enfermedad, que generalmente es fatal.

En Ecuador, las condiciones climaticas y geograficas generan el ambiente
idoneo para la recurrencia de hemopardsitos en los perros, lo que a su vez
aumenta la posibilidad de contagio a los humanos; por lo que, una determinacién
temprana de la enfermedad podria llevar a futuro un tratamiento preventivo y no

solo curativo como se da en la actualidad.

La investigacion propuesta “Deteccion de alteraciones hematoldgicas en perros
diagnosticados con Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum
en etapa subclinica”, nos permitié obtener datos reales de la presencia de estos
agentes infecciosos en esta zona del pais; ademas, se convierte en un referente
para futuras investigaciones o proyectos de investigacion en el area de

hematologia y salud publica.

16
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2. OBJETIVOS
General
Evaluar los efectos de la infeccion o coinfeccion con Ehrlichia canis, Babesia
canis y Anaplasma phagocytophilum en los valores hematolégicos durante la

fase subclinica en perros del &rea urbana de Zaruma y Pifias.

Especificos

¢ Identificar la presencia de Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma
phagocytophilum en perros del area urbana de Zarumay Pifias.

e Determinar los valores hematoldgicos en perros del &rea urbana de
Zaruma y Pifias que se encuentran en fase subclinica de infeccion por
Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum.

e Comprobar si existe relacion entre la infeccién y/o coinfeccion con el grado

de alteracion de los valores hematoldgicos en perros en fase subclinica.

HIPOTESIS
Existe relacion entre los perros diagnosticados con Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum y Babesia canis con el grado de alteracion de los valores

hematolégicos en fase subclinica.
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3. REVISION DE LITERATURA
Vectores

3.1.1. Garrapatas

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos que pueden transmitir maltiples
patégenos peligrosos tanto a los animales como a humanos, se encuentran
distribuidos ampliamente por todo el mundo presentando mayor concentracion
en los climas tropicales y subtropicales (Kelly y col., 2013). Estos ectoparasitos
pertenecen al Phylum: Arthropoda, Clase: Arachnida, Orden: Metastigmata,
Familia: Argasidae (garrapatas blandas) e Ixodidae (garrapatas duras); las
garrapatas que atacan principalmente a mamiferos pertenecen a la familia
Ixodidae que contempla varios géneros (Amblyomma, Rhipicephalus,

Dermacentor e Ixodes) (Dominguez, 2011).

La garrapata de mayor distribucion en el mundo es la garrapata marrén del perro
(Rhipicephalus sanguineus), ésta tiene como hospedador habitual el perro
doméstico, aunque también puede parasitar otras especies animales, e inclusive
al hombre (Gutierrez, Perez, y Agrela, 2016); entre las principales enfermedades
que transmite se encuentra la babesiosis canina, la ehrlichiosis canina
(ehrlichiosis monocitica canina) y la anaplasmosis canina (Kumar, 2018). Esta
garrapata puede albergar varios agentes infecciosos a la vez, lo que puede
conllevar a una coinfeccion, causando dafos fatales al hospedador (Ybafiez y
col., 2018).

La transmision de estas enfermedades se da al momento en que la garrapata se
alimenta de la sangre de un animal infectado ingiriendo las células con los
microorganismos infecciosos; este ectoparasito sirve como vector y reservorio,
ya que puede transmitir la enfermedad hasta 155 dias después de ingerir la
sangre infectada (Dominguez, 2011). Otras maneras de transmisién son las
transfusiones sanguineas de donadores infectados o las infecciones

transplacentarias, aunque estas en menor frecuencia (Rodriguez, 2007).

e Ciclo devida

Las formas parasitarias de Rhipicephalus sanguineus son tres: larva, ninfa y
adulto.
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Su ciclo comienza cuando las hembras ponen sus huevos, generalmente en
pasto y estos eclosionan, después de este periodo se convierten en larva (con 6
patas), la larva se mueve en el pasto en busca de su primer hospedador, una
vez a bordo de él, esta se alimenta de la sangre, posteriormente cae al suelo
donde muda a ninfa (con 8 patas) y en su estado mévil busca a su siguiente
hospedador y se alimenta de él; debido a su tamafio pasan desapercibidas; sin
embargo, ya pueden transmitir enfermedades (Dominguez, 2011). Una vez
alimentada la ninfa se deja caer y muda para convertirse en adulta (con 8 patas)
y busca su tercer hospedador, donde se reproduce y alimenta. La hembra una
vez fecundada y abastecida con suficiente alimento (aumenta 100 veces su
peso), se deja caer al piso y empieza a ovopositar, cerrando asi su ciclo (Alvarez,
2017).
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llustracion 1. Ciclo de vida de la garrapata Marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus)
Fuente: Revista Veterinaria Argentina, octubre 2014.

Taxonomia

La clasificacion taxondmica del género Ehrlichia, se encontraba basada en
caracteristicas morfologicas de las bacterias antes pertenecientes a la familia
Rickettsiaceae, pero gracias a la clasificacidbn genética y basandose en la

secuencia del gen 16S rRNA, se ha podido reorganizar la taxonomia de éstos.
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La denominada ehrlichiosis producida por las especias de los géneros Ehrlichia
y Anaplasma, se las ha reubicado actualmente a la familia Anaplasmataceae,

dentro del orden Rickettsiales (Lorente, 2005).

El género Ehrlichia incluye la especie E. canis y otras especies de este género:
E. chaffeensis, E. ewingii y E. muris; por su lado el género Anaplasma incluye la
especie Anaplasma phagocytophilum junto con otras especies como: A.

marginale, A. centrale, A. caudatum, A. bovis y A. platys (Lorente, 2005).

Rickettsiales

- T

FAMILIA ‘ Anaplasmataceae ‘ Rickettsiaceae

GENERO | Ehrlichia ‘ ‘ Anaplasma ‘ Neorickettsia Wolbachia

P w o
ESPECIES E. canis A.phagocytophilum N. risticii W. pipientys
£ ch ., A. marginale m
. C a.ﬁefns;s A centrale . sennetsu
E. Ewingii A. caudatum

E. Muris || A bovis
- 4 < A. platys y

b

llustracion 2. Clasificacion de géneros de la familia Anaplasmataceae
Fuente: (Dumler y col., 2001; Stuen y Longbottom, 2011)

La babesiosis por otro lado, es causada por protozoos del género Babesia,
perteneciente a la familia Babesiidae, orden Piroplasmida; considerada
actualmente como una de las enfermedades mas significativas transmitida por
las garrapatas y de gran consideracion por su zoonosis. Se han descrito mas de
100 especies de babesia, sin embargo son pocas las especies que afectan tanto
a humanos como a caninos. El género babesia que causan infeccion en los
caninos comprende las especies: B. canis (forma grande 3-5 uym) y B. gibsoni
(forma pequefia 1-3 um) teniendo la primera tres subdivisiones, B. canis canis,

B. canis vogeli y B. canis rossi (Torres, 2016).

20
Wilkinz Guerrero Guayara
Karen Cecilia Lazo Espinoza



g UNIVERSIDAD DE CUENCA

ORDEN

Piroplasmida

FAMILIA Babesiidae

GENERO Babesia

Babesia gibsoni

ESPECIES B. canis canis

Babesia canis B. canis vogeli

B. canis rossi

llustracion 3. Clasificacion de la familia Babesiidae
Fuente: Torres, 2016.

Hemoparasitos

3.1.2. Ehrlichia canis

Ehrlichia canis es el agente etioldgico de la ehrlichiosis monocitica canina (EMC)
o ehrlichiosis canina, son microorganismos intracelulares, gram negativos con
forma redonda o pleomorficos en ocasiones, se localizan en las vacuolas
(morulas) en el citoplasma de células sanguineas, presentan tropismo hacia las
células agranulares como los monocitos; afecta independientemente de la edad,
sexo 0 raza, su distribucién es mundial y se presenta mas frecuentemente en

zonas tropicales y subtropicales (Silva, Pina, y De la Torre, 2014).

llustracion 4. Moérula de Ehrlichia canis en el citoplasma de un monocito (x100)
Fuente: Sainz y coll. Parasites and Vectors (2015).
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La ehrlichiosis canina se la conoce también con otros nombres como

“‘enfermedad del perro rastreador”, “pancitopenia canina tropical”, “fiebre canina
hemorragica®, “rickettsiosis canina” o “tifus canina”, es una enfermedad que se
transmite por medio de la picadura de las garrapatas (Rhipicephalus
sanguineus), misma que afecta a miembros de la familia Canidae (lobos, perros,
chacales, coyotes, zorros), siendo los mas afectados los perros (Gutiérrez,

Pérez, y Agrela, 2016).

e Sintomatologia

La sintomatologia varia segun la edad y el estado inmune del afectado, se
considera una enfermedad multisistémica que puede manifestarse en diferentes
fases: fase aguda (2 a 4 semanas), fase subclinica (meses o afios) o fase crénica
(Mylonakis, 2019). Después de su periodo de incubacion de 1 a 3 semanas

aproximadamente, se pueden desarrollar estas fases (Sainz y col., 2015).

La fase aguda esta caracterizada por fiebre alta, depresion, letargo, anorexia,
esplenomegalia, petequias dérmicas, equimosis, y epistaxis. También presenta
lesiones a nivel ocular (uveitis, hemorragia y desprendimiento de retina, o en
ocasiones ceguera) Yy neurolégico. En su forma subclinica no hay
manifestaciones evidentes, pudiendo de esta manera en algunos canes
progresar a su etapa crénica, con sintomatologia similar a la fase aguda pero
llegando a ser este mas severo, teniendo asi también mucosas palidas,
sangrado, debilidad y pérdida de peso significativo entre los mas comunes
(Harrus y Waner, 2011).

e Diagnostico

El diagnéstico se basa en una buena anamnesis, aunque puede resultar
desafiante para el clinico debido a sus diferentes fases y sus presentaciones
clinicas. Las maneras que comunmente son utilizadas para su diagnéstico son
microscopia optica (identificacion de cuerpos de inclusion en frotis sanguineo),
serologia (IFAT o ELISA), cultivo celular (aislamiento del agente), hematologia y
citologia; sin embargo, para un definitivo diagnéstico es necesario utilizar
técnicas moleculares (deteccion de anticuerpos y deteccion de ADN mediante
PCR) (Romero, Dolz, y Romero, 2010).
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e Tratamiento

Las terapias que se recomiendan para ehrlichiosis son Imidocarb (2 dosis de
5mg/kg con un intervalo de 14 dias entre ambas S.C), doxiciclina (5 mg/kg cada
12 horas) o tetraciclinas (22 mg/kg cada 8 horas) administrados con una
duracion de 4 semanas (CVBD DIGEST, 2010). Se recomienda en casos
severos una terapia de apoyo con transfusiones de sangre (plasma rico en
plaguetas) o aplicacién de fluidoterapia. En caso de trombocitopenia grave se
puede utilizar corticoides (prednisolona) a corto plazo, teniendo en cuenta la
disminucion de la dosis por efectos adrenales (Caraguay, 2015).

3.1.3. Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum provoca la enfermedad de la ehrlichiosis
granulocitica (canina o humana), son bacterias intracelulares, pleomérficos,
gram negativas, de distribucion cosmopolita que afecta tanto a humanos como
animales, su transmision se da principalmente por la garrapata (Tutacha, 2016).
Esta rickettsia se replica en las vacuolas derivadas de la membrana celular de
las células que infectan, principalmente leucocitos con tropismo hacia los

neutréfilos (Dominguez, 2011).

llustracion 5. Moérula de Anaplasma phagocytophilum en el citoplasma de un neutréfilo (x100)
Fuente: Sainz y col. Parasites and Vectors (2015).

El periodo de incubacion de Anaplasma phagocytophilum es de 1 a 2 semanas
aproximadamente (Sainz y col., 2015) y cursa con una sintomatologia similar a

la de la ehrlichiosis canina, destacandose sintomas como letargo, inapetencia /
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anorexia y fiebre; entre otros hallazgos, se puede encontrar mucosas palidas,
abdomen tenso, problemas gastrointestinales (vomito y diarrea), ganglios
linfaticos ligeramente inflamados y sangrados (petequias, epistaxis, melena). Los
sintomas poco frecuentes incluyen tos, uveitis, edema en las extremidades,

polidipsia y poliuria (Sainz y col., 2015).

e Diagnostico

El diagndstico de esta enfermedad es semejante al diagnéstico la ehrlichiosis
canina (Tutachd, 2016), y el método que mas se utiliza debido a que presenta
una mayor sensibilidad para anaplasma phagocytophilum es el frotis sanguineo,
este se lo realiza con sangre periférica tomada inmediatamente después de su
extraccion, logrando asi una mejor visualizacién de las mérulas en el interior de
las células infectadas; esta extension sanguinea debe secarse al aire y ser
conservado a temperatura ambiente (Dominguez, 2011). Aunque el frotis es un
buen método de diagndstico, se recomienda confirmarse mediante PCR ( Sainz
y col., 2015).

e Tratamiento

El tratamiento de eleccion para las infecciones por anaplasma phagocytophilum
es la doxiciclina con dosis de 5 mg/kg cada 12 horas o 10 mg/kg una vez al dia
durante un periodo de 2 a 3 semanas, este régimen en la mayoria de los casos
garantiza una buena respuesta en el animal. El dipropionato de Imidocarb
también se ha descrito como una buena alternativa para el tratamiento de la
anaplasmosis canina, al igual que la administracion del cloranfenicol en

cachorros que ha demostrado ser un buen tratamiento (Sainz y col., 2015).

3.1.4. Babesia canis

Babesia canis, es el agente causal de la babesiosis, es un hemoparasito
intraeritrocitario del género babesia, transmitido por garrapatas (Rhipicephalus
sanguineus, Dermacentor reticulatus), que puede afectar tanto animales como
humanos, otra forma de transmision puede ser la trasfusion sanguinea de un
portador infectado a un animal susceptible o por via transplacentaria; su

distribucion es mundial y puede presentarse con una intensidad variada (relativa,
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leve o fatal), dependiendo también del sistema inmunolégico del hospedador
(Dominguez, 2011).

Esta enfermedad también se la conoce como “piroplasmosis canina”, “fiebre de
garrapatas”, “fiebre biliar’, “fiebre hematurica”, e “ictericia maligna” (Vasco,
2014). El periodo de incubacion de la babesia es de 2 a 4 semanas
aproximadamente, su sintomatologia se presenta frecuentemente con anorexia,
debilidad, postracion, fiebre, pérdida de peso, palidez de las mucosas, entre
otras (Torres, 2016).

e Ciclo Biolégico
El ciclo biolégico de la Babesia canis se alterna entre la reproduccion asexual y
sexual a lo largo de su desarrollo presenta tres fases tipicas que tienen lugar en
7 dias:

e [Esquizogonia o merogonia: Reproduccion asexual, dada en los glébulos
rojos del hospedador vertebrado.

e Gametogonia: Reproducciéon sexual, con la formacién y fusion de los
gametos en las células intestinales de la garrapata, hospedador
invertebrado.

e Esporogonia: Reproduccion asexual en las glandulas salivales de la
garrapata, originandose los esporozoitos, agentes infecciosos que son
transmitidos desde la saliva de la garrapata a la sangre del hospedador
vertebrado (Fraga, 2014).

e Diagnéstico

El diagnostico de esta enfermedad se la realiza mediante dos técnicas; la técnica
de deteccion directa, esta se basa en realizar un frotis sanguineo tefiidos con
Giemsa, en la cual se detecta la presencia de merozoitos en glébulos rojos, este
método de diagnéstico, se considera adecuado en la fase aguda de la
enfermedad; por otro lado la técnica de deteccion indirecta, esta basado en
pruebas serolégicas como la reaccién de inmunofluorescencia indirecta (lIR),
siendo un método de diagndstico que puede resultar ineficaz en la fase temprana

de la infeccion (Moraes y col., 2014).
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Otras pruebas como el ensayo inmunoenzimatico absorbente (ELISA) y la
fijacion de complemento (FC), son validas para su diagnéstico, pero su uso no
es tan comun (Fraga, 2014). (Birkenheuer, 2003), recomendd pruebas
moleculares (PCR) para diagnosticar enfermedades parasitarias cuando su
parasitemia es baja, esta se encuentra enfocada en la amplificacion de
fragmentos de ADN de los diferentes tipos de babesia (B. gibsoni, B. canis, B.

vogeli y B. rossi) (Moraes y col., 2014).

Babesia canls
.
‘Jy

llustracién 6. Babesia canis con tipica morfologia piriforme en el interior de un eritrocito (100x)
Fuente: (Banco de imagenes de la facultad de Biologia UCM)

e Tratamiento

El tratamientos de eleccion para Babesia canis es el diprionato de Imidocarb,
que actuan directamente en el nucleo del citoplasma del hemoparasito. Resulta
eficaz en dos dosis de 4 - 6 mg/kg, IM 0 SC, administrado con un intervalo de 14
dias entre ambas; también se recomiendan farmacos como el metronidazol (5 -
15mg/kg, oral cada 12 horas por 7 dias), enrofloxacina (2.5 mg/kg, oral cada 12
horas por 5 dias) y doxiciclina (10mg/kg, oral cada 12 horas por 7 a 10 dias)
(Torres, 2016). En estos casos graves, se recomienda administrar terapia de

soporte con rehidratacion y/o transfusion sanguinea (ESCCAP, 2012).

Coinfeccion de patdégenos

La presencia de varios patdégenos en un mismo individuo resulta comun, debido
a que estos patégenos se transmiten por un mismo vector artrépodo o por la
exposicidon concurrente a multiples vectores portadores de estas enfermedades
(ehrlichiosis, anaplasmosis o babesiosis) (Sainz y col., 2015), como en el caso
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de la garrapata marron del perro que puede albergar varios agentes infecciosos
a la vez, lo que puede conllevar a una coinfeccion produciendo signos clinicos
graves o fatales en los animales. Estas coinfecciones tienden a complicar el
cuadro clinico y por ende su diagndstico, por lo que es necesario realizar un
examen exhaustivo para asi poder instaurar un tratamiento apropiado (Ybafez y
col., 2018).

Prevencion

La prevencion debe estar dirigida principalmente al control de las garrapatas, y
esto se puede lograr mediante un control quimico utilizando acaricidas tanto en
el animal como en el ambiente, estos productos se ofrecen en una gran variedad
de presentaciones, tales como champus, jabones, collares, sprays, productos de
administracion oral o inyectables, entre otros. Otra manera de prevenir a estos
ectoparasitos consiste dar un manejo profilactico al entorno del animal, evitando
asi la disposicion de las garrapatas. Se aconseja que en las areas endémicas

los animales reciban un tratamiento acaricida regular (Gutiérrez y col., 2016).

En caso de una infestacion por garrapatas la eliminacion de éstas se puede
realizar de manera quimica mediante el uso de acaricidas o de manera mecanica
por extraccion manual, para ello se pueden utilizar pinzas o férceps. La
extraccidn se la realiza tomando a la garrapata con la pinza cerca de la cabeza
y tirar hacia afuera con un movimiento suave y constante, evitando apretar o
aplastar a la garrapata y cuidando que el aparato bucal no quede incrustado en
la piel. Una vez removida la garrapata debe ser eliminada a través del inodoro o
ser colocada en un recipiente con alcohol; adicionalmente se recomienda la

utilizacion de guantes al realizar esta labor (Gutiérrez y col., 2016).

Por otra parte, los animales que ya han sido diagnosticados y tratados contra
estas enfermedades (ehrlichiosis, anaplasmosis o babesiosis), deben tomarse
también medidas profilacticas, debido a que tienen una mayor probabilidad de
presentar una reinfeccion, ya que por lo general el medio ambiente en el que
conviven continua siendo el mismo, aumentando asi su riesgo (Dominguez,
2011).
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Alteraciones en el hemograma

En la fase subclinica algunos animales logran recuperarse espontaneamente,
mientras que la mayoria de éstos no pueden eliminar el agente causal (su estado
inmune no es competente) por lo que siguen desarrollando infecciones
subclinicas persistentes que puede durar hasta varios afos, convirtiéendose de
esta manera en portadores asintomaticos e instaurandose asi la fase cronica
(CVvBD DIGEST, 2010). A nivel del laboratorio se pueden presentar algunas
alteraciones en el hemograma de las enfermedades antes mencionadas,

encontrando anomalias en los eritrocitos, leucocitos o plaquetas.

3.1.5. Alteraciones presentes en Ehrlichia

Los perros que se encuentran en fase subclinica y se muestran clinicamente
sanos, pueden presentar trombocitopenia leve con aumento concomitante en el
tamafo de las plaquetas; asi como también un recuento reducido de neutrofilos
sin llegar a ser leucopénicos, los animales en esta fase generalmente no se
presentan anémicos; sin embargo, se puede evidenciar una disminucion en el
conteo total de eritrocitos, en el volumen corpuscular medio, en hematocrito y en

hemoglobina (Waner y col., 1997).

En la fase aguda un hallazgo caracteristico es la trombocitopenia moderada a
grave con un aumento en el nimero de plaquetas grandes, la trombocitopenia
aparece aproximadamente a los 10 dias, alcanzando el punto mas bajo a la
tercera semana posterior a la infeccion con una disminucién significativa del
recuento de plaquetas, en esta fase también se puede encontrar leucopenia leve
variable y anemia moderada (no regenerativa). La fase clinica aguda suele
resolverse espontaneamente (Saito y Walker, 2016). La fase crénica presenta
pancitopenia, trombocitopenia grave, leucopenia y una anemia marcada (CVBD
DIGEST, 2010).

3.1.6. Alteraciones presentes en Anaplasma

Las alteraciones hematoldgicas que se presentan en la fase subclinica para esta
enfermedad son variables e inespecificas, sin embargo, entre los hallazgos
anormales de laboratorio mas comunes se encuentran la trombocitopenia y
linfopenia como los principales; también se puede encontrar alterada la quimica
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sanguinea, presentando una disminucién de la albimina en sangre y un aumento
de la fosfatasa alcalina y la amilasa (Dominguez, 2011). En algunos casos, los
animales después de la fase subclinica, pueden desarrollar una fase crénica
grave con una pancitopenia marcada que puede resultar potencialmente mortal
(Kelly y col., 2013).

3.1.7. Alteraciones presentes en Babesiosis

Las alteraciones hematoldgicas encontradas en Babesia son trombocitopenia,
leucocitosis y anemia (Dominguez, 2011). Una prueba altamente especifica que
puede usarse para el diagndstico de la mayoria de perros infectados por Babesia
(Lyp, 2016), es el frotis sanguineo tefiido con Giemsa o Wright donde permite
observar la presencia de los merozoitos en los glébulos rojos; esta prueba resulta
facil y accesible, siendo un método adecuado en la fase aguda de la enfermedad
(Torres, 2016).

Identificacién de hemoparasitos
Los géneros Ehrlichia y Anaplasma infectan diferentes tipos de células,

nombrandose a las enfermedades segun las células sanguineas infectadas.

La Ehrlichia canis infecta principalmente a los agranulocitos (monocitos y
linfocitos), mientras que la Anaplasma phagocytophilum infecta los granulocitos,
presentando especial tropismo por los neutréfilos. Estas bacterias ingresan por
fagocitosis a las células sanguineas, alojandose en sus vacuolas
citoplasmaticas, en donde se dividen hasta formar colonias de bacterias
conocidas como moérulas, siendo la caracteristica distintiva de este grupo de
patdgenos. Estos agentes infecciosos son detectados en los frotis sanguineos
mediante las tinciones de Giemsa o Wright, mostrandose como inclusiones

redondeadas o elongadas (Dolz, Abrego, y Romero, 2013).

Estas bacterias pertenecientes a la familia Anaplasmataceae, presentan tres
estadios diferentes, que son: los cuerpos elementales (unidad bacteriana),
cuerpos iniciales y moérulas. Los cuerpos elementales son las formas maduras
infectantes extracelulares, se encuentran adheridas a la superficie de la célula
infectada, presentan un centro denso y miden de 0,4 a 0,6 um de diametro, estos

cuerpos entran a la célula huésped, se multiplican por fision binaria y forman
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inclusiones citoplasmaticas inmaduras de 1,0 a 2,5 um de didmetro denominadas
cuerpos iniciales, luego forman moérulas (4 a 6 um de diametro), mismas que se

observan al microscopio (Gutiérrez y col., 2016).

Por otro lado, la Babesia canis en las extensiones sanguineas se visualiza como
organismos piriformes bilobulados (merozoitos) dentro de los eritrocitos del
hospedador (Uilenberg, 2006).

Frotis sanguineo

El frotis sanguineo, es un método de laboratorio utilizado para identificar las
caracteristicas citologicas de las células de la sangre. Los frotis pueden
realizarse de dos formas: sobre portaobjetos o sobre cubre objetos; se utiliza
preferentemente la técnica con porta-objetos porque son mas faciles de
manipular y rotular, no requiere montaje y puede archivarse de inmediato. En
cualquiera de las dos formas, para realizar los frotis las laminillas deben estar
limpias, secas y sin grasa; una vez que se ha realizado el extendido de la sangre
se deja secar al aire. El tiempo y la forma de hacer los frotis sanguineos
dependeran de la tincidon que se vaya a utilizar (Dominguez, 2011).

En los frotis con tincion de Giemsa o Wright se puede visualizar tanto los
parasitos como las moérulas en las células infectadas, la sensibilidad de esta
prueba puede aumentar mediante la realizacién de frotis de la capa flogistica o
frotis de sangre obtenida del margen de pabellon auricular (Caraguay, 2015).
Este método también es utilizado para evaluar las coinfecciones con otros
hemoparasitos que son transmitidos por las garrapatas, por otro lado, el recuento
de plaguetas en las extensiones sanguineas sirven como método para

corroborar el diagnostico (Harrus y Waner, 2011).

3.1.8. Tinciéon de Giemsa

La tincion de Giemsa es un método utilizado para tefiir frotis sanguineos y
descubrir parasitos en la sangre, permite también diferenciar los distintos
componentes celulares de la sangre segun su afinidad por los colorantes
bésicos, acidos o la mezcla de éstos; esta tincidn consiste en una mezcla de
eosina, azul de metileno y varios azures (azur A y B) que dan como resultado

una coloracion marfil o azul claro al citoplasma, naranja rosado a los eritrocitos,

30
Wilkinz Guerrero Guayara
Karen Cecilia Lazo Espinoza



jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

g

azul purpura a los nucleos de los leucocitos, rojo naranja a las granulaciones
eosindfilas, pardo claro o violeta claro a las granulaciones neutréfilas, azul oscuro
0 purpura a las granulaciones basofilos y color lila oscuro a las plaguetas
(Dominguez, 2011).

Tanto la eosina como el azul de metileno son muy sensibles a las variaciones de
pH de las diferentes estructuras celulares, de forma que los que poseen
propiedades basicas fijan los colorantes acidos (eosina) tiiéndose de color rojo
naranja, mientras que los que poseen propiedades acidas fijan los colorantes
bésicos (azul de metileno) adquiriendo un color azul oscuro y los que posee
propiedades de caracter neutro fijan ambos colorantes simultdneamente,

tomando un color pardo (Retamales y Manzo, 2018).

3.1.9. Tincion de Wright

La tincion de Wright es un método utilizado para tefir frotis sanguineos y
diferenciar los distintos componentes celulares de la sangre, esta tincion es de
tipo Romanowsky, que consiste en la mezcla de un colorante acido (eosina) y
uno o varios colorantes basicos (azul de metileno, azur A, azur B y azur C), que
combinados dan como resultado una coloracion puarpura a los nucleos de los
leucocitos y a los granulos de los neutrofilos y una coloracion rosa a los eritrocitos
(Dominguez, 2011). Estos colorantes son sustancias capaces de fijarse
selectivamente segun su afinidad quimica y su tincibn es a causa de las

interacciones del azul B y la eosina Y.

Los agrupamientos de acidos nucleicos, las proteinas de los nucleos celulares y
el citoplasma inmaduro reactivo, se fijan al colorante basico (azul B) y los
agrupamientos béasicos de las moléculas de hemoglobina y de las proteinas
basicas, se fijan al colorante acido (eosina Y). El resultado puede variar o verse
influenciado por el pH de la solucion, el tiempo y la fijacion de la tincién
(Gutiérrez, 2008).

Hemograma
El hemograma es un andlisis de sangre del que obtenemos informacién sobre la
morfologia, niumero y caracteristicas de los eritrocitos (eritrograma), de los

leucocitos (leucograma) y de las plaquetas. Este analisis permite detectar
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alteraciones en los valores hematolégicos cuando hay presencia de una

enfermedad (Wittwer, 2012).

Tabla 1. Intervalos de referencia para hematologia (Vaden, Knoll, Smith, y
Tilley, 2011).

Parametro Unidades Valor referencial
Gloébulos rojos x1012/L 55-8,5
Hemoglobina g/L 120 - 180
Hematocrito L/L 0,37 -0,55
VCM fL 60 -77
CGMH g/L 320 - 360
Plaquetas x10°/L 200 — 700
Glébulos blancos x10°/L 55-78
Neutrofilos % 60 - 64
Basdfilos % 0-1
Linfocitos % 12 - 30
Monocitos % 3-6
Eosinofilos % 2-5

e FEritrocitos

Los eritrocitos o también llamados hematies o glébulos rojos, son células de la
sangre encargados de proteger, transportar y optimizar la accion de la
hemoglobina, su forma es discoidal bicdncava, sin ndcleo y su citoplasma es de
color rojizo o rojizo anaranjado. Para verificar su niamero se aplica la prueba de
recuento sanguineo completo (RSC), que ayuda a determinar la presencia de
alteraciones; el numero de eritrocitos por volumen de sangre en la mayoria de
animales se encuentra entre 5,5y 8,5 x10*?/L. El incremento del nimero sobre
el limite superior se da en casos de eritrocitosis absolutas o relativas, y la

disminucién en casos de anemia (Gallo, 2014).

e Hemoglobina

La hemoglobina es una proteina que se encuentran en grandes concentraciones

en los glébulos rojos, encargada del intercambio gaseoso de oxigeno y dioxido
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de carbono entre los pulmones y los tejidos; esta formada por globulinas (96%)
y por un grupo prostético o hemo (4%) de color rojo, formado a su vez por grupos
porfirinicos y Fe. En la mayoria de los mamiferos la concentracion de
hemoglobina es de 120 a 180 g/L. La concentracion de hemoglobina se
encuentra aumentada principalmente en la eritrocitosis, anemia por déficit de
vitamina B6, diarrea o deshidratacion, y se encuentra disminuida en las anemias,

leucemia o déficit de vitamina C (Franco, 2010).

e Hematocrito

Es el volumen porcentual ocupado por los eritrocitos en la sangre. Fluctia entre
0,37 a 0,55 L/L en mamiferos, este es uno de los examenes mas utilizados en el
estudio de la linea roja por su simplicidad, exactitud y precision. Se determina
mediante la técnica de micro-hematocrito que consiste en centrifugar la sangre
con anticoagulante depositado en un tubo capilar durante 5 minutos a 13.000
rpom, logrando asi separar la sangre en sus 3 partes (glébulos rojos, glébulos
blancos y plasma); su volumen aumenta en deshidratacién (aumento relativo) o
eritrocitosis (aumento verdadero o absoluto), y disminuye en las anemias (C. A.
Gallo, 2014).

e Volumen Corpuscular Medio (VCM)

Es el volumen medio de eritrocitos, permitiendo conocer el tamafio de los
mismos. Se expresa en femtolitros que corresponde a 1 micra cubica (60 — 77
f/L). EI VCM indica las variaciones que se pueden presentar en cuanto al tamafo,
siendo normocitos si los eritrocitos estan de tamafio normal, macrocitos si los
eritrocitos son grandes y microcitos si los eritrocitos son pequefios. EI VCM
puede aumentar en anemias regenerativas y déficit de vitamina B12 o &cido

félico, y disminuir por déficit de cobre o hierro (Huerta, 2018).

e Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)

La CHCM nos indica la concentracién de hemoglobina presente en los eritrocitos,
su valor en mamiferos es de 320 — 360 g/L. Los eritrocitos que tienen una
cantidad normal de hemoglobina se denominan como normocrémicos, mientras
gue los eritrocitos que tienen una cantidad escasa de hemoglobina se denominan

hipocrémicos. La CHCM se ve disminuido en anemias regenerativas, déficit de
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hierro o reticulocitosis; no se encuentran afecciones en la cual el valor de la

CHCM se encuentre aumentada, puesto que los hematies no pueden estar

sobresaturados de hemoglobina (Tepan, 2017).

Leucograma

El leucograma comprende el recuento de leucocitos totales (concentracion de

los glébulos blancos en sangre) y la férmula leucocitaria (FL) o recuento

diferencial. La férmula leucocitaria representa la cantidad (FL absoluta) o

proporcion (FL relativa) de cada tipo de glébulo blanco de la sangre. La férmula

leucocitaria absoluta se expresa en mm? (la sumatoria debe coincidir con el

recuento total), por otro lado la formula leucocitaria relativa al ser una proporcion,

se expresa en porcentaje (la sumatoria debe ser 100) (Coppo, 2015).

Tabla 2. Valores de referenciales para el leucograma canino.

Parametro Valor referencia
Leucocitos (x10°/L) 55-12
Neutrofilos (%) 60 - 64
Basofilos (%) 0-1
Eosinofilos (%) 2-5
Monocitos (%) 3-6
Linfocitos (%) 12 - 30

Fuente: (Coppo, 2015)

Tabla 3. Formulas leucocitarias relativas y absolutas (leucocitos = 10G/L).

Leucocitos Totales

Leucocitos = 10.000/mm?3

FL Relativa FL Absoluta
Neutrofilos 60 6.000
Basofilos 0 0
Eosindfilos 4 400
Monocitos 6 600
Linfocitos 30 3.000

Fuente: (Coppo, 2015)
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e Leucocitos

Estos corresponden a las diferentes células blancas nucleadas de la sangre que
incluyen a los granulocitos (neutréfilos, baséfilos, eosinofilos) y agranulocitos
(monocitos y linfocitos). Todas esas células hacen parte del mecanismo de
defensa del organismo, aunque cinética, morfolégica y funcionalmente son
diferentes. Los monocitos y neutrofilos son células fagocitarias, mientras que los

linfocitos actdan en la respuesta inmune celular y humoral (Wittwer, 2012).

e Neutrofilos: Actian en microfagocitosis, su aumento se da en
inflamaciones, infecciones agudas, intoxicaciones, hemorragias, estrés,
debilidad y fiebre; sus valores disminuyen en hipoplasia medular o

intoxicaciones por agentes quimicos, entre los principales.

e Basofilos: Elaboran histamina, heparina y serotonina. Aumentan en

policitemias, hiperlipemias y su disminucion no es significativa.

e FEosino6filos: Elaboran antihistaminicos. Su aumento se relaciona

principalmente con parasitosis.

e Monocitos: Efectdan la fagocitosis, estimulan la defensa inmunolégica al
activar a los linfocitos. Sus valores se elevan en inflamaciones,
infecciones crénicas e intoxicaciones como las principales, no teniendo

mayor importancia su disminucion.

e Linfocitos: Participan en la inmunidad celular (T) y humoral (B).
Aumentan en inflamaciones, infecciones cronicas, leucemias,
intoxicaciones especialmente por barbitlricos, diabetes mellitus e
hipoadrenocorticismo. Disminuyen en fases febriles de las infecciones
(Coppo, 2015).

Plaquetas

Las plaguetas o trombocitos son pequefias células que circulan en la sangre,
desempeiian un papel esencial en la hemostasia formando coagulos y reparando
vasos sanguineos dafiados (Bermejo, 2017). Su recuento resulta en una prueba

confiable para el diagnéstico de las enfermedades causadas por las garrapatas
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(ehrlichiosis canina, anaplasmosis phagocytophilum y babesiosis canina) (Ozata
y Ural, 2014), de igual manera se utiliza también para evaluar la recuperacién de
las mismas (Ybafez y col., 2018).

El recuento de plaquetas nos da el nimero de plaquetas por volumen de sangre
circulante siendo un rango normal de 200 a 700 x10°/L. Se determina mediante
el recuento en cdmara de Neubauer o mediante observacion en frotis de sangre
donde la media debe ser de 10 a 20 por campo de vision a 1000x. El aumento o
disminucién en su recuento, es esencial para determinar los trastornos de
coagulacion; una cifra media menor a 5 p/c indica trombocitopenia, mientras que
un aumento en las plaquetas indica hemorragias, estrés o anemias (hemolitica

o ferropénica) (Wittwer, 2012).
e Tiempo de coagulacion

El tiempo de coagulacion de la sangre se entiende como el tiempo para que la
sangre coagule en un periodo de tiempo determinado(Zamora, 2012). Esta
prueba es medida por la técnica de Lee-White, que consiste en colocar sangre
sin anticoagulante en tubos mantenidos a 37°C y examinarlos a simple vista cada
30 segundos hasta detectar la formacién del coagulo. Los valores de referencia
del tiempo de coagulacién en el perro son de 3-6 minutos. Un aumento del tiempo
de coagulacién indica trombocitopenias, hemofilias, hepatopatias, deficiencias
de fibrinbgeno y vitamina K; y una disminucion del tiempo de coagulacioén indica

hemorragias, cardiopatias descompensadas, entre otras (Coppo, 2015).
e Retraccién de coagulo

La retraccion del coagulo depende del numero de plaquetas, de su actividad
funcional y de la concentracién del fibrinbgeno. El grado de retraccion se
correlaciona muy bien con el numero de plaquetas (Zamora, 2012). Segun la
técnica de McFarlane, la sangre sin anticoagulante se conserva a 37°C, y
periodicamente se va midiendo el porcentaje de suero trasudado. Este valor
suele apreciarse a los 60 minutos, lapso durante el cual debe haber trasudado el
10% del suero. El aumento de esto lapso puede indicar trombocitopenia,
alteraciones del fibrinbgeno o policitemias y la disminucion del mismo se puede

presentar en anemias (Coppo, 2015).
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4. MATERIALES Y METODOS
Materiales

Materiales Biol6gicos

Sangre entera de perros domésticos

Materiales Fisicos

Tubos con EDTA

Aguja para puncion venosa Vacutainer
Portaobjetos

Capilares

Micro-centrifuga

Lector de hematocrito

Microscopio

Contador manual para leucocitos
Cooler para muestras

Tubo de hule y boquilla

Pipeta de Thomas

. Materiales Quimicos

Tincion de Giemsa
Tincion de Wright
Reactivos para hemoglobina (Drabkin)

Reactivos para seria blanca y roja (Turk y Hayem)
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42. Métodos

4.2.1. Localizacion Geogréfica area de estudio

llustracion 7. Ubicacion satelital las ciudades de Zaruma y Pifias.
Fuente: Directorio cartografico de Google Maps, 2018.

Esta investigacion se llevé a cabo en las zonas urbanas de los cantones Zaruma
y Pifias; el cantdn Pifias limita al Norte con los cantones Atahualpa y Santa Rosa,
al Sur con la provincia de Loja, al Este con los cantones de Portovelo y Zaruma,
y al Oeste con los cantones Balsas, Marcabeli y Arenillas ubicado en las
siguientes coordenadas: latitud 3°40'51.9" S, longitud 79°40'51" O, esta zona
presenta una temperatura promedio de 22°C y esta ubicado a una altura de 1017
msnm, mientras que el cantén Zaruma limita al norte con la provincia del Azuay,
al sur con el Cantén Pifias, al oeste con el Caton Portovelo y al oeste con los
cantones Chilla y Atahualpa, cuyas coordenadas son: latitud 3°41'28" S, longitud
79°36'42" O, con una temperatura promedio de 22°C y a una altura de 1198
msnm, estas ciudades se encuentran en la parte alta de la provincia de El Oro,

a 259 kilometros aproximadamente de la ciudad de Cuenca.

4.2.2. Metodologia investigacién no experimental

e Poblaciéon: muestra

Se utilizaron perros Unicamente del area urbana de Zaruma y Pifas, al no existir
un censo de la poblacién canina en estas ciudades se manejé una poblacién
infinita. El tamafio de la muestra se calculd tomando como referencia una

probabilidad del 50%, ya que al no haber estudios previos no se conoce la
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posibilidad de acierto, con un margen de confianza del 95% y 5% de error
estimado, lo que nos da un tamafio de muestra de 384 perros, datos calculados

con InfoStat y Asedesto.

_Z?xpxq 1,962 x0,5x0,5
n= 2 n= 2
e 0,5

n=384

4.3. Criterios

4.3.1. Criterios de Inclusién

Grupo 1 o control sin presencia de hemoparasitos

- Sin sintomatologia clinica.
- Examen fisico general normal.

- Sin presencia de parasitos hematolégicos en frotis sanguineo.

Grupo 2 o con presencia de hemoparasitos

Animales sin sintomatologia clinica.

Examen fisico general normal.

Presencia de hemoparasitos en frotis sanguineo.

Que no hayan sido tratados contra hemoparasitos.

4.3.1. Criterios de exclusién

- Animales con sintomatologia clinica.

- Animales que en el examen fisico general presenten alguna
anormalidad.

- Animales que hayan recibido tratamiento contra hemoparasitos en los

Gltimos 6 meses.

4.4. Seleccién de la poblacion

Se tomaron 384 muestras de forma aleatoria entre las dos ciudades, los animales
del estudio fueron perros domésticos, y la recoleccion se hizo de casa en casa;
192 de la ciudad de Zaruma y 192 de la ciudad de Pifias, se realizé una
anamnesis completa a los propietarios de cada animal, asi como un examen
fisico completo y frotis sanguineo para determinar la presencia o no de

hemoparasitos; tomando en cuenta los criterios de inclusion, los animales se
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clasificaron en 8 subgrupos: Grupo 1, positivos a Ehrlichia canis, Grupo 2,
positivos a Babesia canis, Grupo 3, positivos a Anaplasma phagocytophilum,
Grupo 4, positivos a Ehrlichia y Babesia, Grupo 5, positivos a Ehrlichia y
Anaplasma, Grupo 6, positivo a Babesia y Anaplasma, Grupo 7, positivos a
Ehrlichia, Babesia y Anaplasma, Grupo 8 o control, animales totalmente sanos.
Al no presentarse ningun caso positivo a Ehrlichia, Babesia y Anaplasma, este

grupo fue excluido.

4.5. Recoleccion de la Sangre
Las muestras de sangre se tomaron por puncion periférica de la arteria del
pabellon auricular para realizar el frotis sanguineo y por venopuncién de la vena

cefélica para realizar el hemograma.

4.5.1. Frotis Sanguineo

Para la deteccion de hemoparasitos se realizd puncién en el pabellon auricular,
ya que después de la fase aguda existe mayor posibilidad de encontrar mérulas
de E. canis, B. canis y A. phagocytophilum en sangre periférica (Allison y Little,

2013). A continuacioén se describe la técnica:

- Previa desinfeccion del pabellon auricular, con aguja fina se punza la cara
interna de la oreja del perro, la gota de coloca directamente al extremo del
portaobjetos.

- En angulo de 45° se coloca el borde de otro portaobjetos y se desliza hasta
tocar la gota, se espera que la sangre se distribuya por capilaridad para luego
deslizar el portaobjetos hasta el otro extremo obteniendo una capa fina de
sangre.

- Se deja secar la sangre a temperatura ambiente (Bernadette, Rodak, y
Fritsma, 2014).

El frotis sanguineo presenta tres zonas diferenciadas: 1) Cabeza: zona en la que
se deposita la gota de sangre, suele ser gruesa y no apta para la observacion de
células; 2) Cuerpo: es la continuacion de la extension sanguinea en el cual existe
un reparto uniforme de las células, es considerada como la zona ideal para la

observacién microscopica, debido a que su espesor es el apropiado; 3) Cola: es
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la porcién terminal del frotis sanguineo, su zona es la mas fina (Dominguez,

2011).

llustracion 8. Técnica Frotis Sanguineo
Fuente: Bernadette et al., 2014.

Tinciéon de Giemsa

Esta técnica nos permite tefiir el frotis sanguineo e identificar la presencia de
pardsitos presentes en sangre siguiendo estos pasos:

Con el alcohol metilico se cubri6 la superficie del frotis por 5 minutos y se
elimino el exceso.

Se diluyeron 2 gotas del colorante por cada ml de agua destilada y se
cubrié el portaobjetos, dejando actuar de 20 a 25 minutos.

Se lavo con agua.

Se dejo secar la preparacion en posicion vertical al aire.

Se observo al microscopio con objetivo de inmersién (C. A. Gallo, 2014).
Transcurrido ese tiempo se lavé la extension tefiida con abundante agua
y se elimino el exceso.

Se dej6 secar al aire libre para observar al microscopio.

Identificacién de hemoparasitos
Ehrlichia canis: se utilizdé lente de 100x con aceite de inmersion para
identificar cuerpos de inclusion en agranulocitos, estos se observan como

formas elongadas o alargadas.
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Babesia Canis: Con lente de inmersion se visualizaron como organismos
puntiformes dentro del eritrocito.

Anaplasma phagocytophilum: la visualizacion de este agente infeccioso
se realiza como en los 2 hemoparasitos anteriores, utilizando lente de

100x para la identificacion de morulas en los neutrofilos. (Ver Anexo 5)

4.5.2. Hemograma

Mediante venopuncion de la vena cefalica se colecto 2ml de sangre en frascos

con EDTA para realizar el examen hematoldgico completo, el cual se llevo a cabo

en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de

Cuenca.

Los pasos para la extraccion de sangre se describen a continuacion:

Se desinfecto el sitio de puncidén (antiséptico).

Se utilizé torniquete alrededor de la extremidad anterior.
Se introdujo una aguja en la vena.

Se recogio la sangre en un frasco con EDTA

Se retirg el torniquete

Se retira la aguja y se ejerce presion con un algodon

Tincion de Wright

Esta tincion se uso para tefiir el frotis sanguineo y lograr hacer la diferenciacion

de los distintos componentes celulares:

4.6.

Se cubrié el frotis sanguineo en su totalidad con tincion de Wright
(aproximadamente 1 ml del colorante) y se dejo actuar durante 3 minutos.
Se afadié6 aproximadamente la misma cantidad de solucién
amortiguadora (buffer), y se soplé ligeramente con una pipeta para

homogenizar la muestra, dejandolo reposar durante 6 minutos.

Biometria Hematica

Conteo sanguineo completo que permite identificar los 3 tipos de células

sanguineas: globulos rojos, glébulos blancos y plaguetas.
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4.6.1. Hematocrito

- Se homogenizo la muestra, luego se lleno el tubo capilar hasta las %
partes y se sell6 con plastilina.

- Se llevo el capilar a la microcentrifuga durante 5 minutos a 13.000 rpm.
Para la interpretacion se utilizé una tabla de lectura para microhematocrito
(Garcia, 2012).

Para la lectura se colocé el tubo capilar en el lector de hematocrito verificando
que coincida la sangre con la linea inferior, y que el plasma coincida con la linea
superior y se registré el valor obtenido. Los eritrocitos se compactan en la parte
inferior del capilar, dejando la capa leucoplaquetaria en el centro y el plasma en

la parte superior (Villiers y Blackwood, 2015).

Hormal

Sangre Anemia

PFarre: o y7-0.55 LIL

Gate: o I:'O _55!..'1 —"
|
Plasma
] lC. leucoplaguetaria ™
b Eritrocitos —

llustracion 9. Microhematocrito
Fuente: Garcia, 2012.

Eritrocitosis B
entera F ?

4.6.2. Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) se calculé utilizando el valor del hematocrito (PVC) por la
concentracion de hemoglobina corpuscular media (MCHC), dividido para la

constante (100).

- MCHC (g/L)xPVC%

H
b 100
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4.6.3. Volumen Corpuscular Medio (VCM)

Para conocer el tamafio de los eritrocitos se utilizd la siguiente férmula
matematica:

Matematicamente VCM = Hematocrito (L/L) x 10

Eritrocitos (x10%2/L)

4.6.4. Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)

La concentracion de hemoglobina presente en los eritrocitos se calculé usando
la siguiente formula:

4.6.5.

Matematicamente CHCM = Hemoaqglobina (g/L) x100

Hematocrito (L/L)

Eritrocitos y Leucocitos

Este recuento se realizé utilizando la pipeta de Thomas; para los
eritrocitos se aspir6 la sangre hasta la marca de 0.5, aspirando
posteriormente el liquido diluyente hasta donde marca 101 (dilucién
1:200).

Una vez llena las pipetas se agitaron en el agitador de pipetas durante 3
minutos dejando reposar por 10 minutos mas.

Se eliminaron las primeras gotas de las pipetas y se colocé una gota en
cada lado de la camara de Neubauer llevandola posteriormente al

microscopio para el conteo respectivo.

Calculo de Eritrocitos

GR Totales = GR contados (profundidad) (dilucién)

Superficie contada

GR Totales /JuL= GR contados (10) (200)
0.2
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e Calculo de Leucocitos

GB Totales = GB contados (profundidad) (dilucién)
Superficie contada
GB Totales = GB contados (10) (20)

4

4.6.6. Recuento de Plaquetas

Para calcular el nimero de plaguetas por volumen de sangre circulante se utilizo
el frotis sanguineo tefiido con tincién de Wright observado al microscopio con

lente 100x, la formula utilizada es la siguiente:
Numero de plaquetas= recuento de plaquetas x 1000
e Tiempo de coagulacion

Para medir este analito se utilizaron 2 ml de sangre fresca colocada en un tubo
sin anticoagulante mantenido la temperatura de 37°, observandolos cada 30
segundos hasta que se detectara la formacion de coagulo.

El valor en el perro varia entre 3-6 minutos.

e Retraccién del coagulo

La sangre recolectada en tubos sin anticoagulante se conserva a 37° y se mide

el valor de suero trasudado, este valor suele apreciarse a los 60 minutos.

4.7. Disefio Experimental

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa estadistico SPSS® version 24
para estadisticos descriptivos e InfoStat para medidas de resumen y t- student
para comparacion de medias. Los datos obtenidos se tabularon en el programa

de EXCEL, para exponer en cuadros y graficos.
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5. RESULTADOS y DISCUSION

Los resultados estan dados en 2 secciones, primero encontramos los valores

hematoldgicos correlacionados con la infeccién o confeccion de los animales, y

segundo la prevalencia de la enfermedad en las zonas de estudio.

5.1.

Valores hematoldgicos en

hemoparasitos

perros

negativos y positivos a

Los valores hematologicos de los perros del area urbana de Zaruma y Pifas

infectados o coinfectados por Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma

phagocytophilum se encuentran dentro de los rangos fisiolégicamente normales.

(ver Anexo 6)

Tabla 4. Relacion de los valores hematolégicos con perros no infectados e

infectados por hemoparasitos

Prueba Hematica _ Negativos Positivos Total
Nivel Casos % Casos % Casos % P
Bajo (<5,5) 37 14,9 32 23,5 69 18
Globulos Rojos # Normal (5,5 - 8,5) 167 67,3 92 67,6 259 67,4 0,02
Alto (>8,5) 44 17,7 12 8,8 56 14,6
Bajo (<120) 16 6,5 10 7,4 26 6.8
Hemoglobina # Normal (120 - 180) 21 8,5 21 15,4 42 10,9 0,10
Alto (>180) 211 85,1 105 77,2 316 82,3
Bajo (<0,37) 24 9,7 25 18,4 49 12,8
Hematocrito # Normal (0,37 - 0,55) 195 78,6 94 69,1 289 75,3 0,04
Alto (>0,55) 29 11,7 17 12,5 46 12
Bajo (<60) 61 24,6 20 14,7 81 211
VGM # Normal (60 - 77) 141 56,9 82 60,3 223 58,1 0,05
Alto (>77) 46 18,5 34 25,0 80 20,8
Bajo (<320) 16 6,5 12 8,8 28 7.3
CGMH # Alto (>360) 232 93,5 124 91,2 356 92,7 0,39
Bajo (<200) 10 4,0 9 6,6 19 4,9
Plaquetas # Normal (200 - 700) 189 76,2 100 73,5 289 753 0,53
Alto (>700) 49 19,8 27 19,9 76 19,8
T. Coagulacion # Normal (3 - 6) 248  100,0 136  100,0 384 100
Bajo (<10) 8 3,2 4 2,9 12 31
Retraccion Coagulo % Normal (10) 224 90,3 109 80,1 333 86,7 0,01
Alto (>10) 16 6,5 23 16,9 39 10,2
Bajo (<55) 77 31,0 39 28,7 116 30,2
Gldbulos Blancos # Normal (55 - 78) 38 15,3 18 13,2 56 14,6 0,69
Alto (>78) 133 53,6 79 58,1 212 55,2
Bajo (<60) 69 27,8 35 25,7 104 27,1
Neutrofilos # Normal (60 - 64) 27 10,9 13 9,6 40 104 0,80
Alto (>64) 152 61,3 88 64,7 240 62,5
Baséfilos # Normal (0 - 1) 204 82,3 115 84,6 319 831
Alto (>1) 44 17,7 21 15,4 65 16,9 0,57
Bajo (<12) 52 21,0 37 27,2 89 232
Linfocitos # Normal (12 - 30) 139 56,0 71 52,2 210 54,7 0,38
Alto (>30) 57 23,0 28 20,6 85 221
Monocitos # Bajo (<3) 226 91,1 126 92,6 352 91,7
Normal (3 - 6) 22 8,9 10 7,4 32 83 0,61
Bajo (<2) 18 7.3 9 6,6 27 7
Eosinofilos # Normal (2-5) 56 22,6 36 26,5 92 24 0,69
Alto (>5) 174 70,2 91 66,9 265 69
Los valores de p <0,05 indican que hay relacion entre la presencia de hemoparasitos y los valores hematolégicos
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Si bien los valores hematologicos de los perros infectados en fase subclinica
estan dentro de los rangos normales, al analizar estos valores y la relacion entre
infeccibn o coinfeccion por hemoparasitos se evidencian diferencias
significativas en ciertos valores, que seran de analizados en este apartado.

La tabla 4 presenta los resultados obtenidos de las variables hematologicas de
los 384 perros del estudio, 248 negativos frente a 136 positivos a hemoparasitos
Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum solos o en

coinfeccion, sin discriminar entre ellos.

Dentro de las variables que presentan alteraciones, encontramos que hay
diferencia significativa (p<0,05) en el conteo de Glébulos rojos (<5,5), asi como
en el valor del hematocrito (<0,37) en animales positivos a hemopardasitos en
fase subclinica, siendo este un indicador de anemia, sin embargo los datos
obtenidos en Cucuta por Arenas, Vélez, Rincon, y Gonzélez (2016) muestran
que los eritrocitos y el recuento plaquetario son factores que puede indicar la
presencia de hemoparasitos, resultado que coincide con nuestro estudio en el
valor alterado de los eritrocitos, sin embargo no con el recuento plaquetario,
mientras que Alcivar (2018) encontré alteraciones en los valores de hematocrito
y recuento plaquetario; sin embargo, los resultados podrian estar asociados al
grupo de investigacion, ya que sus datos fueron obtenidos de pacientes que
presentaban sintomatologica compatible con infeccion por hemoparasitos,

mientras que en nuestro estudio el grupo debia ser asintomatico.

También encontramos diferencia significativa en la retraccion del coagulo, que
esté ligado directamente al conteo plaquetario donde un aumento en el tiempo
de retraccion indicaria trombocitopenia, aunque para que este valor tenga
validez, el recuento del hematocrito deberia estar dentro de los limites normales
y se deberia considerar la concentracion de fibrindgeno, por lo que en el presente
estudio este resultado no es un indicador de infeccion. En cuanto al tiempo de
coagulacion se presentd normalidad en todos los casos considerando el intervalo
seleccionado, lo que podria estar relacionado a su poca reproducibilidad y a que
solo cuando los factores de coagulacion se ven afectados de manera severa este

método es sensible (Zamora, 2012).
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5.1.1. Relacion de niveles bajo y alto de parametros hematoldgicos con

perros negativos y positivos a E. canis

Tabla 5. Comparacion de proporciones entre perros negativos y positivos a
Ehrlichia canis en los niveles bajo y alto individualmente

L. Negativos Positivos Total
Prueba Hematica P
Nivel Casos % Casos % Casos
H < EE 3
Globulos Rojos # Bajo (<5,5) 37 68,5 17 31,5 54
Alto (>8,5) 44 88,0 6 12,0 50  **
Bajo (<120 16 76,2 5 23,8 21  **
Hemoglobina # ajo ( ) ’ ’
Alto (>180) 211 77,3 62 22,7 273 **
, Bajo (<0,37) 24 64,9 13 35,1 37 *
Hematocrito #
Alto (>0,55) 29 74,4 10 25,6 39  **
H %k
VGM # Bajo (<60) 61 92,4 5 76 66
Alto (>77) 46 73,0 17 27,0 63  **
. *
CGMH # Bajo (<320) 16 69,6 7 304 23
Alto(>360) 232 76,3 72 23,7 304  **
Bajo (<200) 10 66,7 5 33,3 15
Plaquetas #
Alto (>700) 49 74,2 17 25,8 66  **
Normal (3 -
T. Coagulacion # 6) 248 75,8 79 24,2 327  **
Retraccién Coagulo Bajo (<10) 8 72,7 3 27,3 11 *
% Alto (>10) 16 61,5 10 38,5 26
Baj 77 76,2 24 2 101 **
Gl6bulos Blancos #  —J° (<35) 6 38 0
Alto (>78) 133 74,7 45 25,3 178  **
H %k
Neutrofilos # Bajo (<60) 69 77,5 20 22,5 89
Alto (>64) 152 75,6 49 244 201 **
Baséfilos # Alto (>1) 44 80,0 11 20,0 55  ¥*
H %k
Linfocitos # Bajo (<12) 52 70,3 22 29,7 74
Alto (>30) 57 79,2 15 20,8 _ 72 **
Monocitos # Bajo (<3) 226 75,6 73 24,4 299  **
H %k
Eosinofilos # Bajo (<2) 18 81,8 4 182 22
Alto (>5) 174 76,0 55 24,0 229  **

Los asteriscos indican diferencia significativa (p<0,05) * y (p<0,01) **

Enlatabla 5 se observa que a pesar de la existencia de diferencias significativas
entre los casos negativos y positivos a E. canis en la serie roja (GR, HB, Hto) y
los indices eritrocitarios (VGM, CGMH), éstos no son los esperados, ya que el
namero de casos negativos con alteraciones tanto en recuentos bajos y altos es
superior a los perros positivos, datos que no concuerdan con los resultados
obtenidos por Lorente (2005), quien determiné que los valores hematoldgicos de
ambos grupos estaban dentro de los margenes fisioldgicos; aunque si encontro
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trombocitopenia en un 35% de la poblacion estudiada. Ademas, en esta tabla
podemos observar policitemia en 6 animales y 5 con disminucién en el VGM, lo
que podria estar relacionado a deshidratacion en el primer caso y una deficiencia
de hierro o vitamina B6 en el segundo; adicionalmente, solo en 4 casos se
presento disminucion en los valores de eritrograma, con un aumento en VGM y
disminucién de CGMH, correspondiente a una anemia regenerativa asociada
normalmente a hemolisis y el leucograma disminuido solo en 2 animales,
observado en algunos casos de infecciones sobreagudas Wittwer, (2012) (ver
anexo 8), coincidiendo asi con Waner y col., (1997) quien menciona que aunque
normalmente los animales en fase subclinica no presentan anemia y leucopenia,

si se puede llegar a dar una disminucion en esto valores.

El estudio realizado en Lavras - Brasil donde se analizo el estado serolégico de
los pacientes con E. canis frente a los valores hematoldgicos, determiné que los
perros serolégicamente positivos tenian un hematocrito un poco mas bajo que
los negativos, sin embargo esta diferencia no era significativa, por lo que los
perros en fase subclinica no presentaban alteraciones mayores en el
hemograma (Fonseca et al., 2017). Cabe recalcar que animales en fase crénica
con sintomatologia asociada a la enfermedad si presentan alteraciones
hematolégicas, esto se demuestra en el estudio realizado por Bai, Goel, Jhmabh,
Kumar y Joshi (2017) que encontraron valores medios de eritrocitos, Hto, VGM,
CGMH vy recuento de trombocitos fueron significativamente mas bajos en perros
infectados que en los no infectados.

En cuanto a los Leucocitos, nuestro estudio no encontré correlacion entre la
infeccion por E. canis y un aumento en la poblacion leucocitaria, coincidiendo

con los resultados de (Lorente, 2005; A. Sainz y col., 2000).

Por otro lado, al analizar los diferentes valores hematol6gicos entre la poblacion
de perros negativos y positivos a E. canis de este estudio mediante la prueba t

student, no se encontraron diferencias significativas. (ver Anexo 9)
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5.1.2. Relacion de niveles bajo y alto de parametros hematoldgicos con

perros negativos y positivos a B. canis

Tabla 6. Comparacion de proporciones entre perros negativos y positivos a
Babesia canis en los niveles bajo y alto individualmente

L. Negativos Positivos Total
Prueba Hematica .
Nivel Casos % Casos % Casos
Bajo (<5,5 37 881 5 11,9 42 *k
Glébulos Rojos # 3jo (<5,3)
Alto (>8,5) 44 95,7 2 43 46 *k
) Bajo (<120) 16 100,0 0 00 16 **
Hemoglobina #
Alto (>180) 211 93,4 15 6,6 226 **
, Bajo (<0,37) 24 80,0 6 20,0 30 *
Hematocrito #
Alto (>0,55) 29 90,6 3 94 32 *k
H k%
VGM # Bajo (<60) 61 89,7 7 10,3 68
Alto (>77) 46 92,0 4 8,0 50 *k
H *
CGMH # Bajo (<320) 16 100,0 0 00 16
Alto(>360) 232 92,1 20 7,9 252 *k
Bajo (<200) 10 100,0 0 0,0 10
Plaquetas #
Alto (>700) 49 96,1 2 39 51 *k
T. Coagulacion # Normal (3 - 6) 248 92,5 20 7,5 268 *k
Retraccion Coagulo  Bajo (<10) 8 100,0 0 0,0 8 *
% Alto (>10) 16 88,9 2 111 18
Baj 77 i 7,2 *%
Glbbulos Blancos # 3jo (<55) 92,8 6 ’ 83
Alto (>78) 133 91,7 12 83 145 *k
H k%
Neutréfilos # Bajo (<60) 69 93,2 5 638 74
Alto (>64) 152 91,6 14 8,4 166 *%
Basofilos # Alto (>1) 44 89,8 5 10,2 49 *k
H kk
infocitos Bajo (<12) 52 91,2 5 88 57
Alto (>30) 57 93,4 4 66 61 **
Monocitos # Bajo (<3) 226 92,6 18 7,4 244 **
Baj 2 1 2 1 2 *k
Eosinofilos # 3jo (<2) 8 900 0,0 0
Alto (>5) 174 93,0 13 7,0 187  **

Los asteriscos indican diferencia significativa (p<0,05) * y (p<0,01) **

En el caso de B. canis como infeccion Unica, se encuentra un comportamiento
similar al de E. canis, tanto en serie blanca como en roja, sin embargo, el
hematocrito en 6 animales positivos a B. canis presentaba un valor
significativamente mas bajo que en animales negativos, pudiendo ser producto
de una anemia leve o de sobrehidratacion; sin embargo, en el caso de Babesia
asi como el de Ehrlichia no encontramos trombocitopenia, que es un indicador
hematoldgico de la presencia de Babesia asociada a signos clinicos especificos
de la enfermedad (Cemecho, Pallas, Gestel e, y Guitién, 2003; Kettner, Reyers,
y Miller, 2003). Aunque no existen diferencias significativas asociadas a la
presencia de Babesia canis y la alteracion de los valores hematolégicos, autores
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como Dominguez, (2011) mencionan leucocitosis y anemia en la fase aguda, sin
embargo, no existen datos para la fase subclinica; en el presente estudio se
encontr6 que 6 animales tenian el hematocrito bajo, y de estos solo 5
presentaron disminucion en el recuento de globulos rojos, sin presentar
alteracion en la hemoglobina. Para el caso el leucograma, solo en 1 caso se
presentd neutropenia y linfopenia, sin encontrar estudios que expliquen esta

alteraciéon en fase subclinica. (ver Anexo 10)

El estudio realizado por Yanez (2017) en la ciudad de Guayaquil, se analizaron
102 pacientes que acudieron a consulta sin presentar sintomatologia, reporté 57
casos positivos a B. canis y los resultados hematoldgicos indicaron
trombocitopenia marcada sin presentar otras alteraciones que fueran
estadisticamente significativas, lo que concuerda con los resultados de este
estudio. Por otro lado, en el estudio realizado por Zarate (2016) en la ciudad de
Loja con 100 animales y con un 44% de prevalencia de la enfermedad, encontré
anemia como una de las caracteristicas predominantes en los paciente positivos
a la infeccion acompafado de neutrofilia, leucocitosis y trombocitopenia; sin
embargo, estos resultados pueden estar relacionados con el estado clinico de
estos pacientes, ya que la gran mayoria presentaba sintomatologia propia de la
enfermedad. Lo que nos lleva a concluir que en estadio subclinico no se presenta
un cuadro marcado de alteraciones hematoldgicas en perros infectados con B.

Canis.

En la tabla 7 al observar la comparacién de valores hematoldgicos en perros
negativos y positivos a Babesia encontramos que solo existe diferencia
significativa en los valores de concentracion de hemoglobina corpuscular media
y volumen corpuscular medio, datos que no concuerdan con Andoni, Rapti,
Postoli, y Zalla (2012); Fabisiak, Sapierzynski, y Klucinski (2010) que reportaron
cambios en los valores de referencia de VGM y CGMH asociados a anemia y
hemolisis consistente con la sintomatologia de la enfermedad, mientras que en

nuestro estudio los animales estaban en fase subclinica.
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Tabla 7. Comparaciéon de medias de valores hematoldgicos entre perros

negativos y positivos a Babesia canis

t-student _ Media EE Ccv t= p=
aos. [Podver | oor| oss| saas| 0S| 0757
ol Posiivos | 230,40 52| opas| 03| 0757
o Posiivos | 0.44| 0oz| oaes| 139 004
e Posiivos | 6445 205|035 285 00077
oU " [Postives | savas| aoss| ssaz| 23| 00194
ST - - —— ol s
o . [postvos | 1075| 05| 76|  O%| 08207
AL [Postives | aso0| doas| esso] 078 04319
0 Posiivos | 7075 ado| oros|  L0S| 02947
e [Nemes | osol ol sl o5 oom
% Posiivos | 2040 asa| 7rap] 04| 06831
%~ [postvos | 05| 022| 1ep0r] 02| 0763
;)OSI P g%i?s 01',?;; 6;35’,%?, 1,32 0,1888
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5.1.3. Relacion de niveles bajo y alto de parametros hematoldgicos con

perros negativos y positivos a A. phagocytophilum

Tabla 8. Comparacion de proporciones entre perros negativos y positivos a
Anaplasma phagocytophilum en los niveles bajo y alto individualmente

Prueba Negativos Positivos Total
Hematica Nivel Casos % Casos % Casos
Bajo(< 7 4 2 1 **
Glbbulos Rojos # 3j0(<5,5) 3 94,9 > 39
Alto (>8,5) 44 97,8 1 2,2 45 *k
Hemoglobing #  B2i0(<120) 16 94,1 1 59 17 **
8 Alto(>180) 211 95,9 9 41 220 **
Hematocrito # Bajo(<0,37) 24 96,0 1 4,0 25 *k
Alto(>0,55) 29 93,5 2 6,5 31 *k
H %k
VGM # Bajo (<60) 61 98,4 1 1,6 62
Alto (>77) 46 95,8 2 4,2 48 *k
H k%
CGMH # Bajo (<320) 16 88,9 2 11,1 18
Alto(>360) 232 96,3 9 3,7 241 *k
Bajo (<200) 10 90,9 1 9,1 11 *%
Plaquetas #
Alto (>700) 49 92,5 4 7,5 53 *k
Normal (3 -
T. Coagulacién # 6) 248 95,8 11 4,2 259 *%
Retraccion Bajo (<10) 8 100,0 0 0,0 8
Coagulo % Alto (>10) 16 88,9 2 11,1 18 **
Glébulos Blancos Bajo (<55) 77 97,5 2 2,5 79 **
# Alto (>78) 133 95,7 6 4,3 139 **
H k%
Neutréfilos # Bajo (<60) 69 97,2 2 2,8 71
Alto (>64) 152 94,4 9 5,6 161 *%
Basofilos # Alto (>1) 44 93,6 3 6,4 47 *k
Baj 12 2 1,2 7 *k
Linfocitos # 3jo (<12) > oL, > 88 >
Alto (>30) 57 9,6 _ 2 34 59 kx
Monocitos # Bajo (<3) 226 95,4 11 4,6 237 **
H kk
Eosinofilos # Bajo (<2) 18 94,7 1 5,3 19
Alto (>5) 174 96,1 7 3,9 181  **

Los asteriscos indican diferencia significativa (p<0,05) * y (p<0,01) **

Lo resultados para A. phagocytophilum muestran presencia de 11 casos
positivos sin que se encuentren alteraciones significativas a nivel hematologico,
datos similares a los de este estudio fueron obtenido por Silva (2016), quien
encontré que no existian alteraciones en eritrograma o leucograma asociadas a
la presencia o ausencia de la enfermedad, lo que atribuye al estado clinico de la
misma; contrario a los datos obtenidos por Pefialoza (2015) quien encontrd
ademas de una mayor prevalencia (38 casos), un numero mayor de alteraciones
hematolégicas como trombocitopenia, anemia y linfocitosis, resultados que
pueden estar asociados a las caracteristicas de la poblacion de estudio, ya que
provenian de zonas rurales del canton Catamayo.
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Aunque en este estudio no se encontraron diferencias significativas entre los
valores hematologicos y la presencia de A. phagocytophilum, existe un solo caso
que muestras las caracteristicas laboratoriales de la enfermedad, es decir,
anemia macrocitica hipocromica y trombocitopenia, pero a diferencia de lo
reportado por Dominguez, (2011), no se encontro linfopenia sino linfocitosis, lo

que nos indicaria un posible estado infeccioso. (ver Anexo 11 )

Los resultados de la prueba t- student entre grupos de perros sanos y los
positivos a A. phagocytophilum de nuestro estudio no presentan diferencias

estadisticamente significativas. (ver Anexo 12)

5.1.4. Relacion de niveles bajo y alto de parametros hematolégicos con

perros negativos y positivos a Ehrlichia canis y Babesia canis

Tabla 9. Comparacion de proporciones entre perros negativos y positivos a
Ehrlichia canis y Babesia canis en los niveles bajo y alto individualmente

Prueba Negativos Positivos Total p
Hematica Nivel Casos % Casos % Casos

. . Bajo (<5,5) 37 84,1 7 159 44 **
Globulos Rojos # . (18 5) 44 936 3 6,4 47w
Hemoglobina # Bajo(<120) 16 80,0 4 20,0 20 *%
Alto(>180) 211 93,4 15 6,6 226 *%
Hematocrito # Bajo(<0,37) 24 82,8 5 17,2 29 *%
Alto(>0,55) 29 93,5 2 6,5 31 *k
VGM # Bajo (<60) 61 93,8 4 6,2 65 *k
Alto (>77) 46 82,1 10 17,9 56 **
CGMH # Bajo (<320) 16 84,2 3 15,8 19 *k
Alto(>360) 232 92,8 18 7,2 250 *k
Plaquetas # Bajo (<200) 10 76,9 3 23,1 13 *k
Alto (>700) 49 92,5 4 7,5 53 **

Normal (3 -
T. Coagulacion # 6) 248 92,2 21 7,8 269 *k
Retraccion Bajo (<10) 8 88,9 1 11,1 9 *k
Coagulo % Alto (>10) 16 66,7 8 33,3 24 *E
Gldbulos Bajo (<55) 77 92,8 6 7,2 83 *k
Blancos # Alto (>78) 133 91,1 13 8,9 146 *k
e Bajo (<60) 69 885 9 11,5 78 **
Neutrofilos # 10 (>64) 152 92,7 12 7.3 164  **
Basofilos # Alto (>1) 44 93,6 3 6,4 47 *%
. . Bajo (<12) 52 91,2 5 8,8 57 *k
Linfocitos # Alto (>30) 57 89,1 . 7 109 . 64 **
Monocitos # Bajo (<3) 226 92,2 19 7,8 245 *k
Eosinofilos # Bajo (<2) 18 90,0 2 10,0 20 *k
Alto (>5) 174 93,0 13 7,0 187 *%

Los asteriscos indican diferencia significativa (p<0,05) * y (p<0,01) **
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En la asociacion E. canis — B. canis encontramos diferencia altamente
significativa entre los perros negativos y positivos, mas no se encontro diferencia
significativa en relacion a los valores hematologicos; dentro de este estudio 3
tres animales presentaron trombocitopenia, un cuadro comun en infeccion por
Ehrlichia y Babesia en estado agudo o crénico, pero también asociado como
valor predictivo en cuadros de coninfeccion por E. canis y B. canis (Rautenbach,
Schoeman, & Goddard, 2018). (ver Anexo 13)

Los resultados de la prueba t student, donde comparamos de los valores
hematoldgicos entre perros negativos y positivos a Ehrlichia — Babesia no
presentan diferencias significativas. (ver Anexo 14)

5.1.5. Relacién de valores hematolégicos entre perros negativos y
positivos a Ehrlichia— Anaplasmay Babesia- Anaplasma

En cuanto a los resultados obtenidos para valores hematoldgicos en relacion con
la presencia de Ehrlichia — Anaplasma y Babesia- Anaplasma en fase subclinica,
encontramos que ademas de presentarse en menor proporcidon como agentes
infecciosos, (1,3% del total de la poblacién estudiada), tampoco presentaron
diferencias significativas tanto en la serie roja como la seria blanca, lo que

concuerda con los resultados obtenido por Silva (2016).

Dentro de los resultados obtenidos en este estudio, una constante ha sido la
alteracion de valores hematol6gicos un numero importante de animales
clinicamente y serolégicamente sanos, lo que podria estar relacionado a factores
nutricionales o afecciones subclinicas que no son detectables a simple vista
(Pedrozo, Quintana, Bazan y Florentin, 2010), ademas algunos autores como
Morales (2009); Rebar (2003), mencionan factores ambientales como el estrés
causado por la sujecion para extraer la sangre, temperatura, grado de excitacion,
estado de hidratacion, edad entre otros, como causantes de la variacion del

eritrograma y leucograma.
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5.2. Prevalencia de Hemoparasitos

Tabla 10. Prevalencia total de perros infectados o coinfectados por
hemoparasitos (Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum).

Prevalencia total

Casos N° de muestras | Porcentaje %
Negativo 248 64,58

Positivo 136 35,42

Total 384 100

Fuente: Los autores

De los perros seleccionados para este estudio, los animales positivos a
hemoparasitos son casi un 30% menos que los negativos, resultado que difiere
con los datos obtenidos por Alcivar (2018) en la Clinica Animalopolis de la ciudad
de Guayaquil, donde obtuvo una prevalencia del 65% o Tutacha (2016) que
encontré una prevalencia del 75%, o por McCown y col. (2011) mostraba una
prevalencia del 88%, lo que puede ser atribuible a las condiciones ambientales
de esta zona, ya que Guayaquil presenta una temperatura promedio de 25°
ademas esta ubicada sobre el nivel del mar, adicionalmente el primer estudio se
realiz6 en animales que presentaron sintomatologia clinica, mientras que el
segundo se hizo en animales de refugios o centros de rescate temporal, lo que
podria incidir en el porcentaje de casos positivos, esto coincide con los
resultados de Lorente (2005), quien atribuia esta alta prevalencia a las
peculiaridades de la poblacion estudiada.

Mccown, Monterroso, y Cardona (2014), replicaron su estudio del 2011 en
Colombia, utilizando para ello dos ciudades costeras y una ciudad ubicada en
una region montafiosa, encontrando prevalencia del 84% de hemoparasitos en
perros en Cartagena y Barranquilla, mientras que Medellin, que presenta
caracteristicas similares a Zaruma y Pifias, con temperatura promedio de 22° y

un altitud entre 1000 y 1400 msnm, tuvo una prevalencia del 30%.

El estudio por Sarango y Alvarez (2017) realizado en el Cantén Puerto Lopez
ubicado sobre el nivel del mar con temperatura promedio de 25°, determiné una

prevalencia del 72,02%, mientras que Dominguez (2011) reporto que en la
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ciudad de Cuenca, con temperatura promedio de 14,7°C y a 2550 msnm, la
poblacion canina afectada era del 11,43% lo que indicaria que las condiciones
geograficas y ambientales influyen en la presencia de parésitos hematoldgicos
debido a un aumento importante en los vectores que los transmiten, sin embargo
esto se contradice con los resultados obtenidos por Angulo y Rodriguez (2005)
en la ciudad de Managua, ubicada a 82,97 msnm y con una temperatura
promedio de 30,3°C, donde encontraron solo un 17,7% de hemoparasitos,
aunque este resultado podria ser atribuible a que la poblacién de estudio se limitd
Gnicamente a perros menores de un afio de edad, y aunque autores como
Milanjeet y col. (2014) mencionan que la edad no es un factor determinante, si
existe una mayor frecuencia de animales positivos a mayor edad.
Tabla 11. Prevalencia de perros infectados o coinfectados por hemoparasitos

(Ehrlichia canis, Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum) segun el area
urbana, Zaruma y Pifas

Prevalencia por zona

Casos N° de casos | Pifias | N°de casos |Zaruma
Negativos | 127 33,1% | 121 31,5%
Positivos | 65 16,9% | 71 18,5%

Fuente: Los autores

La prevalencia de perros infectados o coinfectados por hemoparasitos (Ehrlichia
canis, Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum) en la ciudad de Pifias es un
1,6% menos que en Zaruma, esta pequefa diferencia podria estar relacionada
con la tenencia y cuidado de los perros, como lo indican Sarango y Alvarez
(2017), ya que la mayoria de animales estuvieron o han estado expuestos a

garrapatas en algin momento de su vida.
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.Grafico 1. Prevalencia de perros infectados y coinfectados por Ehrlichia canis,
Babesia canis y Anaplasma phagocytophilum.

En este estudio se determind que la poblacién afectada por hemoparasitos es
casi un tercio del total de la muestra, siendo la Ehrlichia el agente infeccioso que
mas afecta a los perros de esta zona del pais, seguido de Babesia, coinfeccidn
Ehrlichia — Babesia y Ehrlichia - Anaplasma que corresponden a cerca del 12%
del total y en menor proporcion encontramos Anaplasma que en infeccion y

coninfeccién llega al 4,2%.

La mayoria de estudios relacionados a la prevalencia de hemoparasitos en la
Provincia del el Oro se han realizado en la ciudad de Machala y estos a su vez
han estado guiados a un solo tipo de parasito hematolégico, sea esta Ehrlichia
canis o Babesia canis, pero no existen estudios donde se vea la prevalencia de
estos hemoparasitos en confeccibn y menos aun de Anaplasma
phagocytophilum, por lo que los resultados se analizaron en base a trabajos de
tesis de grado en esta zona del pais y se contrastan con los obtenidos en otras

provincias.

5.2.1. Prevalencia de Ehrlichia canis

Este agente infeccioso es el que tiene mayor representacion en esta zona dentro
de los hemoparasitos estudiados, encontrando que Pifias existen 42 casos que

corresponden al 31% del total de positivos, mientras que en Zaruma se
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presentaron 37 casos (27%) (ver Anexo 7), datos muy superiores a los
obtenidos por Valarezo (2013), quien en su estudio a 200 animales de la ciudad
de Machala solo reportd un prevalencia del 4,5%, resultado que puede ser
atribuido al manejo de las muestras, ya que el frotis se realiz6 de la sangre
recolectada en el tubo con EDTA, pero como lo indica Dominguez (2011),
existen mayores posibilidades de identificar hemoparasitos mediante frotis de
sangre periférica extraida del pabellébn auricular realizando el extendido
inmediatamente se realice la puncidon del mismo. Ahora, el trabajo de Pauta
(2016) obtuvo una prevalencia del 21,25 %, que se podria atribuir al uso de la
prueba rapida del test kit que presenta una mayor sensibilidad, sin embargo, los
resultados obtenidos por él son similares a los obtenidos en nuestro estudio lo
gue se nos indicaria que la deteccion de hemoparasitos por frotis de sangre

periférica de pabellon auricular es un método diagnéstico aceptable.

Existen estudios realizados en otras zonas del pais; Alcivar (2018) encontré una
prevalencia de 53.8% de Ehrlichia en animales atendidos en la clinica
Animalopolis de la ciudad de Guayaquil, McCown y col. (2011) solo report6é un
40% de prevalencia a E. canis en esta misma ciudad, estos datos pueden diferir
entre si por los criterios utilizados para la toma de muestras, ya que los animales
de la clinica presentaban algun tipo de sintomatologia asociada a la enfermedad,

mientras que los del segundo estudio fueron tomados al azar.

Ahora comparando el estudio realizado por Isaza y Grajales (2015) en la ciudad
de Medellin, con caracteristicas geograficas y climaticas parecidas a las del
presente estudio, encontramos que tuvieron una prevalencia de Ehrlichia canis

del 23.61 %, resultado que se acerca al obtenido en Zaruma y Pifias.

5.2.2. Prevalencia de Babesia canis

Nuestro estudio demuestra una prevalencia de 5.2% para Babesia canis entre
estas 2 ciudades, existiendo una mayor porcentaje de casos en Zaruma (10%),
mientras que en pifias se encontr0 un 4% (ver anexo 7), de este total
contrastamos los datos con resultados obtenidos en tesis realizadas en otras

regiones.
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Un trabajo retrospectivo sobre B. canis en Ecuador Balao (2014) reporté una
prevalencia de 41% en Duran; 47 % en Santa Elena y 15% en Babahoyo, todos
estos utilizaron la técnica de tincion Wrigth — Giemsa. También se menciona que
la diferencia entre Duran, Santa Elena y Babahoyo puede ser atribuida a la época
del afio en que se tomaron las muestras, ya que en épocas de lluvia la poblacién
de vectores disminuye. En el Cantébn Machala Torres (2016) encontr6 una
prevalencia de B. canis del 30,7% de 202 animales en estudio de una clinica
veterinaria de la ciudad, sin embrago, estos presentaron algun tipo de
sintomatologia a diferencia de los casos reportados en Duran, Santa Elenay Los
Rios, donde las muestras fueron tomadas de la poblacién canina indistintamente

de si presentaban o no sintomatologia.

Estos resultados difieren de los obtenidos en nuestro estudio, lo que podria
atribuirse a la ubicacion geografia de Zaruma y Pifias, ya que se encuentra a una
mayor altitud y con menor humedad que las zonas costeras el pais, sin embargo,
se acercan un poco a los obtenidos por Isaza y Grajales (2015) en la ciudad de
Medellin, donde reportaron un 1.39% de prevalencia de este hemoparasito. Al
contrario, Dominguez (2011), en su estudio reporté una alta prevalencia de
Babesia canis en la ciudad de Cuenca, a una altura de 2250 msnm, aunque esto
puede atribuirse a que del total muestreado de 560 animales solo 64 casos
fueron positivos a hemoparasitos y de estos solo 26 especificamente a Babesia
Canis, este numero de casos positivos representa un 40.63% del total, mientras
que en Zaruma y Piflas de un total de 136 casos positivos, 5.2% corresponden
a Babesia, es decir 20 animales y 11 animales presenta confeccion Ehrlichia
Babesia, es decir 5,5%. Adicionalmente, este valor relativamente alto podria
también ser producto del traslado de animales en época de vacaciones a zonas
mas célidas con caracteristicas favorables para los vectores y no a que se esté

convirtiendo en enfermedad endémica de la ciudad.

5.2.3. Prevalencia de Anaplasma phagocytophilum

La prevalecia de Anaplasma phagocytophilum fue del 2.9%, con un total de 11
casos positivos, de estos 6 casos se registraron en Zaruma 5 en Piflas (ver
Anexo 7), siendo éste el menor agente infeccioso encontrado en la poblaciéon

canina del estudio, datos que se asemejan a los de Isaza y Grajales (2015) en
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la ciudad de Medellin donde la prevalencia fue tan solo de 1,39%, considerando
que estas tienen ciudades caracteristicas similares en cuanto temperatura y
altitud promedio, datos contrarios a los de Dominguez (2011), que reporté un
3.13% de prevalencia de A. phagocytophilum en la ciudad de Cuenca con tan
solo 2 casos positivos o Ulloa (2018) que encontroé un 0% de casos positivos en
la ciudad de Azogues, ubicada a 2508 msnm, lo que nos permite suponer que la
ubicacion geografica sigue siendo un determinante en la presencia de

hemoparasitos en perros.

Los datos obtenidos por Sigienza (2018) en el estudio realizado en Guayaquil,
muestran una prevalencia de la enfermedad del 52%, resultados muy por encima
de los obtenidos por Alcivar (2018) que obtuvo una prevalencia de 18,5% para
A.phagocytophilum, teniendo en cuenta que en los 2 casos se utilizaron animales
que presentaban algun tipo de sintomatologia asociada a la enfermedad,
podemos explicar que haya una mayor prevalencia de la enfermedad que en
nuestro estudio donde utilizamos animales asintoméaticos, ahora la diferencia
entre los estudios de Alcivar y Siglienza podria estar en el tipo de técnica
utilizada para la deteccion de hemoparasitos, ya que en el primer caso se uso
inmunofluorecencia indirecta, prueba que presenta un mayor grado de

sensibilidad.

En Colombia Mccown y col. (2014) reportaron 40% de prevalencia para A.
phagocytophilum en la ciudad de Barranquilla y 51% en Cartagena, datos que
se aproximan a los obtenidos en los estudios hechos en Guayaquil en 2018, que
podrian explicarse una vez mas por la localizacion geografica y condiciones
ambientales de estas ciudades, que facilitan la presencia de vectores
responsables de la transmisién de la enfermedad.

5.2.4. Prevalencia de Hemoparasitos en Coinfeccién: E. canis — B. canis, E.

canis — A. phagocytophilum y B. canis — A. phagocytophilum

En el grafico 1 se muestran los resultados de animales afectados por coinfeccion,
encontrando un total de 21 perros infectados con E. canis - B. canis,
correspondiente al 5,5% del total, de estos se registraron 13 casos en Zaruma y

8 en Pifas, para E. canis — A. phagocytophilum el nimero total de animales fue
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de 3 que corresponden a un 0,8% , 2 en Zaruma y 1 en Pifias, mientras que en
B. canis — A. phagocytophilum solo hubo 2 casos que representan el 0,5% del

total, registrandose 1 caso en cada ciudad.

Aungue el numero de estudios realizados analizando las coinfecciones por
diferentes hemoparasitos es limitado; en nuestro pais, encontramos que
Siguienza (2018) en su estudio sobre prevalencia de A. phagocytophilum en la
ciudad Guayaquil obtuvo un 42% de pacientes coinfectados con E. canis - A.
phagocytophilum, resultados similares a los obtenidos en el estudio realizado por
Mccown y col. (2014) en las ciudades de Cartagena y Barranquilla, con una
prevalencia del 40% y 49% respectivamente, sin embargo en este mismo estudio
se encontr6 una prevalencia del 6% de coninfeccion de E. canis y A.
phagocytophilum en perros de la ciudad de Medellin, que aunque es un resultado
mayor al obtenido en nuestro estudio que reportoé tan solo un 0,8%, nos permite
suponer que las condiciones geogréaficas siguen siendo un factor determinante

en la presencia del hemoparasito solo o en conjunto.

En el 2011, en las ciudades de Manta y Guayaquil ya se realizé un estudio de
prevalencia de hemoparasitos en perros de la calle, en este se encontré un 26%
de animales coinfectados E. canis — A. phagocytophilum (McCown y col., 2011),
resultado cercano al 18% obtenido por Tutachad (2016) con esta misma

asociacion en la ciudad de Guayaquil.

En cuanto a la relacion E. canis — B. canis, no existen estudios realizados en
Ecuador que nos permitan saber la prevalencia de esta coinfeccion, esto podria
ser porque en la mayoria de los casos se utilizé la prueba SNAP 4DX, que
detecta Ehrlichia y Anaplasma, pero no Babesia, o se hicieron estudios para
determinar la prevalencia de estos Hemoparasitos por separado; sin embargo
Rautenbach, Schoeman, y Goddard (2018) en un estudio realizado en Sur Africa
reportaron una prevalencia del 2% de esta asociacion hemoparasitaria, un
namero no muy inferior al obtenido en nuestro estudio, 5,5%, teniendo en cuenta

el tamafio muestral de ambos estudios. 197 frente a 384.
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En Cebu, Filipinas, de un total de 100 animales muestreados de diferentes
clinicas, se reporto el primer caso de asociacion Ehrlichia — Babesia por Haidee
et al. (2018).

En cuanto a la coninfeccion por B. canis — A.phagocytophilum, no se registran
datos en ninguno de los estudios realizados en Ecuador y tampoco se encuentra
literatura relacionada al tema en otros estudios, en nuestro estudio se registraron

2 casos, correspondientes al 0.5% de la poblacion total estudiada.
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6. CONCLUSIONES

e Alanalizar los resultados globales sobre prevalencia de hemoparasitos en
la poblacion estudiada podemos determinar que los valores
hematoldgicos que se vieron alterados significativamente fueron el conteo
de glébulos rojos y el valor del hematocrito en los animales en fase

subclinica.

e EXxiste una alta prevalencia de animales infectados, y en menor medida,
coinfectados por hemoparasitos en las ciudades de Zaruma y Pifias,
siendo la Ehrlichia canis el hemoparasitos que tiene una mayor incidencia
con casi un quinto de la poblacion canina afectada, seguido en menor
proporcion por Babesia canis, Anaplasma phagocytophilum vy

coninfecciones.

e Los valores hematologicos de perros en fase subclinica infectados por E.
canis, B. canis y A. phagocytophilum, se mantuvieron dentro de los rangos
normales para la especie, salvo los valores de hematocrito en infeccién
por Babesia canis, donde un grupo pequefio de animales presento un
recuento por debajo del rango normal y 3 animales positivos para Ehrlichia

se reporto un recuento menor para VGM.

e Solo en 3 casos positivos a coinfeccién por E. canis y B. canis se encontrd
un recuento menor a los parametros normales de plaquetas, y para
infecciones con un solo hemoparasito las alteraciones fueron minimas,
por lo que podriamos concluir que en fase subclinica la alteracion en los

valores hematolégico no es significativa.
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7. RECOMENDACIONES

e Se recomienda el uso de un sitio propicio y adecuado para el examen

fisico general y latoma de muestras, para asi reducir los niveles de estrés.

e Para futuras investigaciones se sugiere incluir pruebas complementarias
como el recuento de reticulocitos para poder tener una mayor

especificidad en la clasificacion del tipo de anemia.

e En nuevos estudios donde se mida el tiempo retraccion del coagulo se

recomienda incluir la concentracion de fibrindgeno.
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9. ANEXOS
Anexo 1: Ejemplo de la ficha utilizada para la recoleccion de datos.

Datos Generales
Propietario Direccion Telefono Fecha
Especie Edad Raza Sexo
EXAMEN FISICO
Peso Temperatura Mucosas TLLC
Frecuencia respiratoria Frecuencia cardiaca Caracteristicas pulso % Hidratacion
Ganglios linfaticos Condicion corporal Estado nutricional Actitud
Desde cuando tiene esta mascota Tiene mas mascotas en casa

Vacunas

Desparacitaciones (tiempo)

Ha estado expuesto agarrapatas  |Ha sido tratado contra hemoparasitos Hace que tiempo
Enfermedades que ha padecido Duracion
Ha notado lesiones en piel Apariencia
PIEL :
Desde cuando Areainvolucrada
, _ Anormalidades al caminar Miembro afectado
Sistema Esqueletico : :
Intermitente o constante Hace que tiempo
Tos Productiva Duracion
Sistema Respiratorio Estornudos Duracion
Descarga nasal Tipo Disnea
, , Fatiga facilmente Debilidad
Sistema Cardiovacular : —— )
Palidez Cianosis Tiempo
Apetito Ingestion de Agua Regurgitacion
Sistema Digestivo Vomito Apariencia Frecuencia
Frecuncia evacuaciones Apariencia Consistencia
_ o Hematuria Poliuria Polaquiuria
Sistema Urinario — — —
Disuria Oliuria Duracion
Sistema Nervioso Comportamiento anormal  [Ataxia Convulsiones
Ojos Anormalidades Tiempo
Qidos Anormalidades Tiempo
Historia (Anamnesis)
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Anexo 2: Animales de la muestra y agente causal (Rhipicephalus sanguineus)

Animales utilizados para el estudio

Agente causal (Rhipicephalus sanguineus) encontrado en animal de la muestra

Anexo 3: Imagenes de las actividades realizadas durante la investigacion.

Toma de constantes fisioldgicas (Frecuencia cardiaca — Temperatura)
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Muestras de sangre Extendido de sangre (frotis)

Almacenamiento de muestras de sangre para retraccion del codgulo
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Anexo 4: Imagenes de las actividades realizadas en el laboratorio.

Microcentrifuga (microhematocrito)

Conteo de gldbulos en la cdmara de Neubauer
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Frotis sanguineos y Tincion (Giemsa)

Anexo 5: Imagenes observadas al microscopio (Serie blanca y hemoparasitos).

Serie blanca (eosindfilo - neutrdfilo) Cuerpos elementales de Ehrlichia canis
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Babesia canis Ehrlichia canis
Babesia canis Anaplasma phagocytophilum
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Anexo 6 : Valores hematélogicos en perros positivos a hemoparasitos

. Eherlichia Babesia Anaplasma Ehr - Bab Ehr - Anap Bab - Anap
Prueba Hematica
Nivel Casos % Casos % Casos % Casos % Casos % Casos %
Bajo (<5,5) 17 215 5 250 2 182 7 33 0 00 1 500
Globulos Rojos# ~ Normal (5,5-8,5) 5% 709 13 650 8 77 1 54 31000 1 500
Alto (>8,5) 6, 76 2 100 191 3 143 0 00 0 00
Bajo (<120) 5 63 0 00 191 4 190 0 00 0 00
Hemoglobina # Normal (120- 180) 12 122 5, 250 1 91 2 9,5 0 0,0 1 500
Alto (>180) 62 785 15 750 9 818 15 71,4 31000 1500
Bajo (<0,37) 13 165 6, 300 191 5 238 0 00 0 00
Hematocrito # Normal (0,37-0,55) 56 70,9 1, 550 8 72,7 14 667 31000 2 100,0
Alto (>0,55) 10 127 3150 2 182 295 000 000
Bajo (<60) 5, 63 7 350 1 91 4 190 0 00 1 500
VGM # Normal (60- 77) 57, 722 9 450 8 727 7, 333 2 667 1 500
Alto (>77) 17 215 4 200 2182 10, 476 1333 0 00
CGMH Bajo (<320) 7 89 0 00 2 182 3 143 0 00 0 00
(>360) 72 911 20 100,0 9 818 18 857 31000 21000
Bajo (<200) 5 63 0 00 1 91 3, 143 0 00 0 00
Plaquetas # Normal (200 - 700) 57 722 18 900 6 545 14 667 31000 21000
Alto (>700) 17 215 2100 4 364 4 190 0 00 000
T. Coagulacion # Normal (3- 6) 79 100,0 20 100,0 11 100 21 100,0 3 100,0 2 100,0
3 Bajo (<10) 338 0 00 0 0 148 0 00 0 00
;e”a“"’“cwg”"’ Normal (10) 66 835 18 900 9 8,8 1, SI1 31000 1 500
Alto (>10) 10 127 2 100 2 182 8, 381 0 00 1 500
Bajo (<55) % 304 6 300 2 182 6 286 2 667 1 500
Globulos Blancos #  Normal (55- 78) 10 127 2 100 3273 295 0 00 1 500
Alto (>78) 45 570 12 600 6 545 13 619 1333 0 00
Bajo (<60) 0 253 5 250 2 182 9 &9 0 00 0 00
Neutrdfilos # Normal (60 - 64) 10 127 1 50 0 0 0 00 1333 0 00
Alto (>64) 49 620 14 700 9 8.8 2 571 2 667 21000
- Normal (0- 1) 68 861 15 750 8 77 18 857 31000 21000
Basofilos #
Alto (>1) 1 139 5 250 3273 3143 000 0 00
Bajo (<12) 2 278 5 250 5 455 5 238 1 333 1 500
Linfocitos # Normal (12- 30) 2 532 1 550 4 364 9 429 2 667 1 500
Alto (>30) 15 190 4 200 2 82 7 33 000 0 00
. Bajo (<3) B 924 18 900 1 100 19 905 31000 21000
Monocitos #
Normal (3- 6) 6 76 2100 0 0 2 95 0 00 0 00
Bajo (<2) 4 51 2 100 1 91 295 0 00 1 500
Eosinofilos # Normal (2-5) 20 253 5 250 3273 6 286 1333 1 500
Alto (>5) 55 69,6 13 650 7 636 13 619 2 667 0 00
Anexo 7: Prevalencia de hemoparasitos por ciudades: Zaruma y Pifias
Hemoparasitos Zaruma % Pifias %
Ehrlichia 37 27% 42 31%
Babesia 14 10% 6 4%
Anaplasma 6 4% 5 4%
Ehrlichia-Babesia 13 10% 8 6%
Ehrlichia- ) 1% 1 1%
Anaplasma
Babesia- Anaplasma 1 1% 1 1%
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Anexo 8: Alteraciones en eritrograma y leucograma en casos positivos a

Ehrlichia canis

Ehrlichia canis

Casos (+) Prueba Analito Resultado Interpretacion
GR VGM > Anemia
Eritrograma |Hto Disminuido macrocitica
Hb CGMH < hipocrémica
Neutréfilos L Neutropenia
Leucogramaf— - Disminuido - -
Linfocitos Linfopenia
Anexo 9: Resultado t student, Comparacion de medias de valores

hematoldgicos entre perros negativos y positivos a Ehrlichia canis

t-student Media E.E. Ccv t= p=

GR Negativos 6,87 0,10 26,32

x10%2/L Positivos 6,47 0.18 2513 181 00718
Hb Negativos 228,83 3,45 26,31

o/ Positivos 215,48 6,11 25,20 L79 0,0742
Hto Negativos 0,46 0,01 18,40

L Positivos 0,46 0,01 20,78 0.61 05392
VGM Negativos 73,01 1,68 40,18

fL Positivos 74,82 2,80 33.23 0,50 06144
CGMH Negativos 494,23 6,31 22,31

o/ Positivos 471,34 9,75 18,39 1,97 0,0507
Plaq Negativos 512,01 12,75 43,49

x10°1L Positivos 515,95 25,95 44,70 0,14 0,8895
Rcoag Negativos 10,55 0,19 31,23

% Positivos 10,76 0,33 26,92 0,52 0,6020
GB Negativos 93,18 3,17 59,32

x10°1L Positivos 94,06 6,30 59,56 0,13 0,9000
Neut Negativos 67,26 0,82 21,36

% Positivos 68,37 1,58 20,60 0,62 0,5388
Bas Negativos 0,62 0,05 151,18

% Positivos 0,56 0,10 156,81 0.56 0.5737
Linf Negativos 22,15 0,77 61,10

% Positivos 20,05 1,46 64,65 1,24 0,2165
Mono Negativos 0,75 0,07 154,86

% Positivos 0,58 0.13 195,63 1,17 02422
Eosi Negativos 8,99 0,35 68,63

% Positivos 10,44 0,81 69,05 -1.80 0,0721
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Anexo 10: Alteraciones en eritrograma y leucograma en casos positivos a
Erhlichia canis

Babesia canis

Casos (+) | Prueba Analito Resultado
GR Disminuido (5)
6 Eritrograma Hto Disminuido (6)
Hb Normal
2 Leucograma N.eutr(.)ﬂlos Disminuido
Linfocitos

Anexo 11: Alteraciones en eritrograma y leucograma en casos positivos a
Erhlichia canis

Anaplasma phagocytophilum

Casos (+) Prueba Analito Resultado Interpretacion
GR VGM P Anemia
Eritrograma |Hto Disminuido macrocitica
1 Hb CGMH |, hipocromica
Neutroéfilos L Neutropenia
Leucogramaj— - Disminuido - -
Linfocitos Linfopenia
Plaguetas Diminuido Trombocitopenia
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Anexo 12. Resultado t student, Comparacion de medias de valores

hematoldgicos entre perros negativos y positivos a Anaplasma

phagocytophilum

Wilkinz Guerrero Guayara
Karen Cecilia Lazo Espinoza

t-student Media E.E. CV t= p=
GR L Negativos 6,79 0,09 26,07
40 Positivos 6,68 0,64 31,66 0,20 0,8391
Hb Negativos 226,18 3,05 26,07
ot Positivos 222,64 21,31 31,74 0,20 0,8451
Hto Negativos 0,46 0,01 19,01
L/L Positivos 0,48 0,02 14,48 0,71 04782
VGM Negativos 73,11 1,45 38,25
" Positivos 82,64 12,83 51,48 0,74 0.4775
CGMH Negativos 490,59 5,49 21,60
o Positivos 453,18 33,69 24,65 115 0,2499
Plag Negativos 511,57 11,56 43,65
Ao Positivos 555,27 77,08 46,04 0,64 0.5244
(I)?coag Negativos 10,58 0,17 30,65
. Positivos 10,01 0,61 1854 0,33 0,7396
GB , Negativos 93,31 2,87 59,45
thd Positivos 95,36 16,23 56.46 0,12 0,9035
(I)\Ieut Negativos 67,33 0,73 21,02
. Positivos 72,73 5,61 2557 1,23 0,2176
(I)Bas Negativos 0,61 0,05 152,37
. Positivos 0,73 0,33 151,76 042 0,6694
Io_inf Negativos 21,84 0,69 60,99
’ Positivos 17,36 5,04 96,21 1,09 0,2759
Mono % | Negativos 0,73 0,06 161,49

Positivos 0,45 0,21 151,26 0.76 0,4451
Eosi Negativos 9,30 0,33 68,79
% 0,29 0,7696

Positivos 8,73 2,17 82,48
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Anexo 13: Alteraciones en eritrograma y leucograma en casos positivos a E.

canis y B. canis

E. canis - B. canis

Casos (+) Prueba Analito Resultado Interpretacion
GR vGM 1 Anemia
Eritrograma |Hto Disminuido macrocitica
Hb CGMH {, hipocrémica
3 Disminuido (1) Neutropenia
Neutrofilos Aumento (1) Neutrofilia
Leucograma Normal (1) Normal
. . Aumento (1) Linfocitosis
Linfocitos
Normal (2) Normal

Anexo 14. Resultado t student, Comparacion de medias de valores
hematoldgicos entre perros negativos y positivos a Ehrlichia - Babesia

t-student Media E.E. Ccv t= p=

GR Negativos 6,83 0,09 25,55

X102/ Positivos 6,11 0,49 36,43 1,79 0.0736
Hb Negativos 227,38 3,05 25,57

gL Positivos 203,57 16,08 36,20 1,80 0,0732
Hto Negativos 0,46 0,01 18,84

LIL Positivos 0,45 0,02 19,97 0.70 0,4853
VGM Negativos 72,68 1,43 37,36

L Positivos 85,48 9,75 52,25 -1,30 0,2088
CGMH Negativos 491,75 5,46 21,14

oL Positivos 450,95 29,68 30,16 L2 0,0869
Plaq Negativos 514,90 11,50 42,54

x10°L Positivos 476,95 65,86 63,28 0,57 0,5764
Rcoag Negativos 10,42 0,12 22,56

% Positivos 13,57 2,05 69,07 -1.54 0.1396
GB Negativos 93,25 2,92 59,70

x10°L Positivos 95,43 11,11 53,36 0,18 0,8608
Neut Negativos 67,90 0,72 20,24

% Positivos 60,33 458 34,77 1,63 0.1175
Bas Negativos 0,61 0,05 152,57

% Positivos 0,52 0,16 143,11 043 0,6642
Linf Negativos 21,44 0,68 60,82

% Positivos 26,52 4,08 70,44 -1.23 0,2322
Mono Negativos 0,71 0,06 163,46

% Positivos 0,86 0,26 139,44 -0,56 0.5754
Eosi Negativos 9,34 0,33 68,79

% Positivos 8,38 2,17 82,48 0,66 0,5065
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