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RESUMEN

En diferentes centros veterinarios del distrito de Chiclayo, durante el periodo
noviembre del 2014 - febrero del 2015, de todos los casos sospechosos a
Ehrlichiosis canina se consideraron 77 casos positivos a Ehrlichia canis
mediante la prueba de ELISA consistente en un kit de diagnéstico llamado
“Anigen Rapid E. canis Ab”, a los que se les realizo el perfil enzimatico. Los
valores enzimaticos para los perros positivos a Ehrlichia canis en el distrito de
Chiclayo fueron: para la AST se encontré un promedio de 74.1 Ul/l, con un
intervalo de confianza de 15.2050368 a 68.0745451 UI/ll (a = 0.05), con un
valor minimo y maximo de 58.9 a 89.3 Ul respectivamente; para la ALT
encontramos un promedio de 106.8 Ul/l, con un intervalo de confianza de
31.1427312 a 139.429275 Ul/l (a = 0.05), con un valor minimo y maximo de
75.7; 137.9 Ul respectivamente. Para la FA encontramos un promedio de
334.5 Ul/l, con un intervalo de confianza de 54.86565308 a 245.639285 Ul/ (a
= 0.05). Encontrando valor minimo y maximo 279.6; 389.4 Ul/,
respectivamente. En el caso de AST encontramos que el 8% presentaron
valores bajos, el 58% estuvieron dentro de los rangos normales y el
34%tuvieron valores elevados; para la ALT el 4% presentaron valores bajos,
61%presentaron valores normales y 35% presentaron valores elevados,
finalmente para la FA encontramos que el 47% presentaron valores altos y el

62% estuvieron dentro de los rangos normales.



ABSTRACT

Veterinary centers in different district of Chiclayo, during the period November
2014 - February 2015, of all suspected cases of canine Ehrlichiosis 77 positive
cases were considered to Ehrlichia canis by ELISA consisting of a diagnostic kit
called "Anigen Rapid E. canis Ab ", which underwent the enzyme profile.
Enzyme values for positive dogs to Ehrlichia canis in the district of Chiclayo
were: AST for an average of 74.1 1U / | was found, with a confidence interval of
15.2050368 to 68.0745451 IU / | (a = 0.05), with a minimum and maximum
value of 58.9 to 89.3 IU / | respectively; ALT to find an average of 106.8 IU / L,
with a confidence interval at 139.429275 31.1427312 1U / | (a = 0.05), with a
minimum and maximum value of 75.7; 137.9 IU / | respectively. For the FA
found an average of 334.5 [U / L, with a confidence interval to 54.86565308
245.639285 IU / | (a = 0.05). Finding 279.6 minimum and maximum value;
389.4 U / |, respectively. In the case of AST it found that 8% had low values,
58% were within the normal range and 34% had elevated values; ALT for 4%
had low values, 61% had normal and 35% had high values for the FA finally
found that 47% had high values and 62% were within the normal ranges.
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l. INTRODUCCION.

La Ehrlichiosis es una enfermedad transmitida por garrapatas (Rhipicephalus
sanguineus) agente causal de distribucién mundial, con notable presencia en
nuestro pais, habiéndose encontrado tanto en canes y en humanos lo que hace
que eéte ,pétc’)geno tenga importancia en salud animal y publica (MCKEE,

2005).

En los (itimos afos se ha visto incrementado la incidencia de casos de
ehrlichiosis canina en el norte de nuestro pais determinado mediante la
realizacion de estudios de seroprevalencia en caninos (ADRIANZEN, 2003).
puesto que aln no existe un registro de apoyo en los laboratorios veterinarios
para su diagnéstico basado en el perfil bioquimico sin duda alguna el presente
estudio busca determinar los cambios y alteraciones enzimaticos que ocurren
en perros con ehrlichiosis canina basandose en el andlisis de las variaciones
de alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotranferasa (AST) y
fosfatasa alcalina ya que en nuestro medio pocas veces se récurre a pruebas
sofisticadas tales como la de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos
(IFA) y la de deteccion de anticuerpos contra E. canis (ELISA) en el suero

(snap combo kit del laboratorio IDEXX) debido a su alto costo .
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il. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

2.1. HISTORIA Y DISTRIBUCION DE LA EHRLICHIOSIS CANINA.

ETTINGER (1992), menciona que la enfermedad se presenta en los paises
templados, tropicales y subtropicales del mundo, en correspondencia con el
rango geografico del hospedero definitivo, la garrapata vector y al agente
rickettsial involucrado. Algunas especies han sido reportadas en areas

especificas en el mundo.

Asi mismo en los Estados Unidos fue reconocida por primera vez la E.
canis en 1962 y a finales de la década de los |60 se definié el rol patogénico
significativo de esta especie, cuando se pudo establecer su participacion

etiologica en la enfermedad llamada “Pancitopenia Tropical Canina” (PTC).

PEREZ (1997). Menciona que en Venezuela, a partir de 1996 han sido
identificadas las especies E. canis, A. platys, E. chaffeensis y A.

phagocytophilum por técnicas de inmunofluorescencia indirecta y PCR.

PADDOCK y CHILDS. (2003) Mencionan que los primeros reportes de E.
canis como potencial agente zoondtico datan dfe 1986, ano en que fue descrito

|
el primer caso de infeccidbn humana. }
l
I

DAGNONE y col. (2003). Seifialan qu?* en Brasil, se han detectado
anticuerpos contra E. canis desde hace aIgu’Pos afios mediante técnicas de

ELISA y fue identificada por primera vez por téc#nicas de PCR en el 2003.

ADRIANZEN y col. (2003). Encontraron en Peri una seroprevalencia de

16,5% para ehrlichiosis canina, detectandose anticuerpos contra E. Canis

13




mediante la técnica indirecta de ELISA comercial

colindantes a zonas con aguas naturales esta

San Juan de Miraflores).

LOPEZ y col. (2003). Mencionan que

IDEXX, en distritos

ncadas (chorrillos, la Molina y

el primer agente Erlichia fue

observado en Argelia por Donatien y Lestoquard en 1935, quienes identificaron

un microorganismo reickettsial en monocito de

caninos que cursaban con una

enfermedad que ocasionaba pancitopenia severa, el cual fue denominado

Rickettsiacanis, para luego ser renombrado en

canis) en honor al bacteridlogo Paul Ehrlich.

1945 como Ehrlichia canis (E.

MCKEE (2005). Afirma que en 1987 en los EEUU se reportdé por primera

vez el caso de un paciente que padecia de un

que se le denomino Ehrlichiosis Monocitica

a enfermedad desconocida a la

Humana. Posteriormente se

establecié6 como agente causal a Ehrlichia chaffeensis. A principios de 1992 se

descubri®6 a la Ehrlichiosis Granulocitica H

recientes se piensa que E. ewingii es el agente

MARTINEZ y col. (2008). En diciembre del
por primera vez a Ehrlichia chaffeensis en un
sintomatologia febril, lesiones cutaneas y a

garrapatas.

2.2. EHRLICHIOSIS EN EL PERU.

umana y mediante estudios

causal de la misma.

2008 se detectd en Venezuela
nifio de 9 afos de edad con

ntecedentes de exposicién a

ADRIANZEN (2003). Indica que las investigfaciones para el reconocimiento

de Ehrlichiosis canina en nuestro pais comen:

realizacion de estudios de seroprevalencia en

76 en el ano 2003, mediante la

caninos de Lima Metropolitana
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alcanzandose cifras de 16.5% y en Sullana — Piura hasta de 76% (San Miguel,

20086).

HOYOS (2005). Logrd determinar el grado de concordancia de pruebas
hematologicas y serolégicas, siendo las pruebas mas utilizadas en el

diagnéstico de laboratorio de Ehrlichiosis en caninos.

ANAYA vy col. (2009). Describen que en un estudio realizado en Ancash
el 2009 encontré 9.2% de seropositivos a Ehrlichiosis humana mediante la

prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl)

2.3. PATOGENESIS DE LA EHRLICHIOSIS CANINA POR EHRLICHIA

CANIS.

SAINZ y Col. (2000). Indican que la enf|ermedad posee un periodo de

incubacion (Pl) de aproximadamente 8 a 20 diaf[s, seguido por una fase aguda o

temprana, para posteriormente alcanzar una etapa subclinica asintomatica y

finalmente llegar a una fase crénica, que es la e'tapa final de la enfermedad.
2.3.1. INGRESO DEL AGENTE Y LA FASE AGUDA.

ETTINGER (1992). Sefala que posterior al periodo de incubacién,
se observa la fase aguda, la cual tiene una|duracién de 2 a 4 semanas. En

- . . .
esta fase se multiplican los microorganismos en células mononucleares

(macréfagos y linfocitos) por fision binaria y se diseminan a la totalidad del
cuerpo. La replicacién inicialmente se da en leucocitos mononucleares
circulantes, los que luego, colonizan los érganos conformados por células
de tipo mononuclear, tales como el bazo, higado, medula ésea y nédulos

linfaticos done provocan hiperplasia con infiltracion de células plasmaticas.

15




|
|
i

GREENE (1997). Menciona a la trombocitopenia, es el cuadro mas

comun y consistente en la ehrlichiosis canina, asi como la anemia vy la

leucopenia. Estas anormalidades hematolégicas rara vez se presentan

simultdneamente y son mas tipicas diversas [combinaciones.

|
La trombocitopenia se da por el n?1ayor consumo, secuestro y
destruccion de plaquetas, reduciéndose la vfida media de las mismas. Esto
se origina principalmente por las vasculitiis que afecta a las pequenas
arterias, por la respuesta del sistema inmunolégico y/o de coagulacion.
Este es un efecto causado por la infeccion, ?pero casos sin trombocitopenia

|
también se han reportado. |

NEER (2000). La infeccién del hospec;‘iero vertebrado ocurre después

que una garrapata ha ingerido sangre de un animal infectado, de esta
forma las secreciones salivales de la ggirrapata contaminaran el area

! ,
alimentacién en el hospedero susceptibléa, ocasionando el pasaje del
microorganismo via mecanica. Ademas e:el microorganismo también se
transfiere por transfusiones sanguineas deéz donadores infectados, siendo

TTRP |
ésta Ultima via muy poco frecuente. !

SAINTZ y col. (2000).E. canis suele provocar lesiones inflamatorias
|
y vasculitis, fundamentalmente de origen in}munomediado, por depésitos de

!
complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). En%algunos casos, el cuadro puede

tornarse muy grave y desencadenar el cuadro de coagulacion intravascular

diseminada (CID) poniendo en grave riesgof la vida del animal.

16




2.3.2. FASE SUBCLINICA O SILENCIOSA.

GREENE (1997). Refiere que la hiperglobulinemia
(hipergammaglobulinemia) e  hipoalbuminemia son  alteraciones

bioquimicas mas frecuentes en esta etapa, permaneciendo en las

- siguientes fases de la enfermedad. La hijperglobulinemia tiene efecto

inhibidor de la migracidén y adherencia de plaguetas circulantes.

- NEER (2000). Sefiala que la fase subclinica se establece cuando el

animal sobrevive a la fase aguda y se presenta de manera espontanea o
por un tratamiento inefectivo. Se caract’eriza por la persistencia del

microorganismo y el alza en los titulos de jnticuerpos. Tiene una duracion

promedio de 6 a 9 semanas pudiendo permanecer por varios afos.

SAINZ y col. (2000). Manifiestan que la persistencia del antigeno en
las células infectadas obra como estimulo para el sistema inmune. Los
titljlos de anticuerpos se elevan grandemente en esta fase y los animales
inmunocompetentes por lo general eliminan al microorganismo en esta

etapa. Los pacientes que no eliminan la infeccién progresan hasta la fase

cronica. Los signos clinicos estan ausentes pero persisten los cambios
hematolégicos, principalmente la trombocitopenia. Esto indica que los
cambios patolégicos contintan, solo que no son observados clinicamente.
Como consecuencia de la infeccion se produce una respuesta inmune
humoral importante que a menudo no es capaz de eliminar el agente

patégeno.

17



2.3.3. FASE FINAL O CRONICA.

ETTINGER (1992). Afirma que la hipoplasia medular conlleva al
estado pancitopénico que se presenta en las etapas crénicas graves. Por lo
tanto, existe una tendencia hemorragica marcada en esta fase debido

principalmente a la trombocitopenia persistente y trombocitélisis marcada.

GREENE (1997). Menciona que la hipergammaglobulinemia y la
hipoalbuminemia permanecen en esta etapa de la enfermedad debido a la
estimulacién antigénica persistente y es sugestiva de una respuesta
inmune inadecuada (tal vez una respuesta celular ineficiente), puesto que
para la inmunidad son esenciales los anticuerpos y las células inmunes. En
su mayoria se mantiene la deteccion de gamopatiaspoliclonales. Las

globulinas beta pueden aumentar en esta etapa de manera variable.

SAINZ y col. (2000). Sefialan que la ehrlichiosis crénica ocurre en
los perros que no logran montar una respuesta inmune eficiente contra el

microorganismo.

NEER (2000). Afirma que en ésta etapa de la enfermedad se puede
presentar cuadros leves, manifestando una enfermedad vaga con pérdida
de peso y con alteraciones hematolégicas moderadas. La forma grave se
~ caracteriza por deterioro de la produccion medular de elementos
sanguineos que da por resultado pancitopenia. La gravedad de la
enfermedad es mayor con ciertas cepas del microorganismo, cuando hay
una enfermedad concomitante en algunas razas (Pastor aleman) y en

animales jovenes.

18



2.4. DIAGNOSTICO:

GREENE (1993). Sefialan en base a estudios serologicos, parece que la
infeccion por Ehrlichia platys estd muy distribuida en Estados Unidos. El 33%
de los perros con trombocitopenia en Florida y Louisiana tiene titulos positivos
y mas del 50% de los animales serotipos a Ehrlichia canis también muestran

titulos Ehrlichia platys.

MERCK vy coI.‘ (1993).Senalan que el diagnéstico clinico se confirma
demostrando los microorganismos dentro de los leucocitos o por combinacion
de signos clinicos, titulo A.F. (anticuerpos fluorescentes) indirecto positivo y
respuesta al tratamiento. El nimero reducido de microorganismo puede
dificultar la demostracion, excepto en la fase aguda previa al tratamiento. La
respuesta de anticuerpos, puede demorarse hasta 28 dias; por lo tanto, el titulo
puede no ser un elemento diagnéstico seguro al principio del curso de la
enfermedad. Como la trombocitopenia es un hallazgo constante, el recuento de

plaquetas es uno de los elementos Util para la seleccion.

BIRCHARD y col. (1996).refieren que debido a su inconstante aparicion en
las muestras clinicas, la ausencia de las inclusiones morulares no descarta el
diagnéstico de Ehrlichiosis. Las anormalidades bioquimicas que se reportan
dependen de los 6rganos afectados. El analisis serolégico es probablemente el
método mas utilizado y el mas eficaz para detectar a los animales infectados,

para lo cual se recurre a las pruebas de inmunofluorescencia.

BIRCHARD y col. (1996).Sefialan que mediante aspiracion con aguja

delgada se puede identificar el microorganismo en el bazo, médulos linfaticos y

19



pulmones, aunque es extremadamente poco probable. A menudo hay

plasmacitosis en estas muestras citologicos.

MARIN y Col. (1998).Afirman que el diagnéstico de Ehrlichiosis se realiza
en base a la historia clinica y los hallazgos en el examen fisico. La ausencia de
hemorragias no debe descartar la presencia de la enfermedad, debido a que
| L’Jﬁicamente el 50% de los perros infectados presentan este signo. La
hemorragia y la serologia son utiles para establecer el diagnéstico definitivo

ante mortem.

MARIN y Col. (1998).Concluyen que la biopsia de médula 6sea en perros
con Ehrlichiosis pude mostrar una marcada hipercelularidad de megacariocitos
y series mieloides en las fases agudas y subclinica, mientras que en la fase
cronica es frecuente encontrar una hipoplasia con plasmacitosis, esto se

presenta en un porcentaje bajo en perros afectados.

MARIN y Col. (1998). Sefialan que las inclusiones intranucleares de
apariencia morular se observa con mayor frecuencia en el citoplasma de los
leucocitos durante la fase aguda, pero son transitorios y en bajo nimero. Las
inclusiones estan presentes en monocitos, pero también pueden aparecer en
Ioé neut_roﬁlos y en los eosindfilos dependiendo de la cepa o de la especie de
Ehrlichia. Las inclusiones de apariencia morular consisten en paquetas densos
de organismos que se tifien de rojo con la tincion de Giemsa. Estos se
observan mas frecuentemente en la sangre procedente de la vasculatura

periférica, como lo que obtiene de los bordes de la orejas.

20



2.4.1. DIAGNOSTICO LABORATORIAL.

2.4.1.1. BIOQUIMICA SANGUINEA.

HARDY (1983).En general, los aumentos no se consideran
significantes hasta que alcanzan 2 a 3 veces lo normal. Niveles sobre 300—
400 U/L sugieren necrosis hepatocelular moderada y puede presentarse en

forma secundaria a disfuncion de otros 6rganos durante la fase cronica.

WOODY y HOSKINS (1991).Afirman que los aumentos de la ALT y
de la fosfatasa alcalina suelen disminuir hasta niveles fisiolégicos con la
instauracion de una terapia apropiada, excepto en aquellos animales en los
que, como consecuencia de la ehrlichiosis, se ha producido una lesién

hepatica o renal irreversible.

GREENE (1993).Sefala que la ALT, AST y FA sérica pueden

aumentar en los perros con Ehrlichiosis, en especial durante la fase aguda.

NEER (1995).Las anormalidades quimicas de suero mas frecuentes
han incluido hiperproteinemia (33%), hiperglobulinemia (39%),
hipoalbuminemia (43%), y actividades elevadas de alanina
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA) (43 y 31 %

respectivamente).

WANER Y HARRUS (2000) .sefialan que ocasionaimente, el analisis
sanguineo puede poner de manifiesto alteraciones motivadas por la
existencia de una insuficiencia renal y/o hepatica; también puede
presentarse un aumento transitorio moderado en la actividad de la

Alaninoaminotransferasa y de la fosfatasa alcalina.
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SAINZ y col. (2000). Afirman que en la fase aguda se observa un
aumento en los niveles de ALT y FA evidenciando el dafo inflamatorio del
higado, junto a un aumento en los niveles de bilirrubina total debido a la

hemolisis intensa de algunos casos donde exista franca ictericia.

También han descrito aumentos de la ALT y de la fosfatasa alcalina,
fundamentalmente en fase aguda, que pueden también acompariarse de

hiperbilirrubinemia.
2.4.1.2. ENZIMOLOGIA CLINICA.

CUNINGHAM, J. (1999). Reporta que las células de los distintos
6rganos corporales contienen una serie de enzimas que les permiten
realizar funciones especificas. Algunas enzimas estan ampliamente
distribuidas, otras solo se hallan en elevadas concentraciones en las
células de un nimero limitado de 6rganos, algunas veces solamente en

uno.

Una pequena cantidad de todas estas enzimas estan presentes en €l
plasma, tras su liberacion de las células, ya sea porque la enzima es

excretada o porque las células estan siendo repuestas.

COPPO, J.; N. MUSSART. (2000).Sefialan que cuando el nivel
plasmatico de una enzima es significativamente superior al normal, es que
hay un desorden en el 6rgano, u érganos, que contienen y en el cual se
confina normalmente. Esto puede implicar la destrucciéon (necrosis) de un
namero sustancial de células, lo que supone la liberacién de la enzima o un
dafio subletal que incrementa la permeabilidad de la membrana celular

permitiendo que salgan las enzimas. A veces las células pueden haber sido
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inducidas a sintetizar mas enzimas de lo normal. A menudo, aunque no

siempre, esto sucede por efecto de un farmaco.

Un incremento en la cantidad de una enzima es el cambio mas
habitual, pero a veces una deficiencia de células en un 6rgano provoca

una disminucién del nivel enzimatico en el plasma.
24.13. ESPECIFICIDAD.

CUNINGHAM, J. (1999).Sefalan que algunas enzimas son,
esencialmente, organo-especificas (es decir, estan presentes en
concentraciones elevadas solo en un érgano, por ejemplo, la alanina
aminotransferasa (ALT) en el higado; asi, cuando hay una actividad
elevada en e1 plasma no hay duda de donde procede la enzima. Pero
- algunas enzimas estan presentes en varios 6rganos y entonces su

procedencia es incierta.
2.4.1.3.1. ALANINA AMINOTRANSFERASA (ALT).

BIRCHARD y col. (1996). Senalan que la ALT es una enzima
organo especifico probablemente el higado sea el mas afectado ya que las
anormalidades bioquimicas que se reportan dependen de los 6rganos mas

afectados.

SODICOFF, (1996). Sefala que si existe un aumento de ALT indica
lesidbn o necrosis celular hepatica, reciente o en curso por lo tanto un
incremento al menos de tres veces de los valores normales sugiere dafo

significativo del higado en caninos.
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WILLARD, M. D. y col. (2002). Refieren que la determinacién de
ALT se usa especialmente para diagnosticar enfermedades del higado en
perros ya que la fuente principal de ALT esta en el higado del perro, siendo
esta determinaciéon especifica para esta especie; aunque la actividad
enzimatica en suero puede variar mucho entre los laboratorios,
dependiendo de las técnicas y unidades utilizadas. Se reporta un rango

referencial para ALT en caninos de 10-94 UI/L.

CORNELIUS (1979).Una concentracion elevada de ALT indica un
dafo hepatocelular y el grado de elevacion refleja el nimero de hepatocitos
dafados y/o grado del dafio, pero no refleja la funcion hepatica o la
reversibilidad de la injuria a nivel celular. El funcionamiento hepatico puede
permanecer casi hormal a pesar de un gran aumento de los valores de la

enzima en el suero.

2.4.1.3.2. ASPARTATO AMINOTRANSFERASA

(AST).

WILLARD, M. D. y col. (2002). Senalan que la «aspartato
aminotransferasa sérica» (SAST), anteriormente era conocida como
glutamico-oxalacético transaminasa (GOT) o glutamico-oxalacético
transaminasa sérica (SGOT); esta enzima aparece en una amplia variedad
de tejidos, pero con una mayor concentracion en el muasculo cardiaco y
esquelético y en el higado. La principal aplicacion de esta determinacion en
perros y en gatos estd en el diagnéstico de desérdenes musculares. El

mayor problema de la AST es su falta de especificidad y por ello, cuando
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sea posible, se deben realizar otras determinaciones enzimaticas y/o otras

pruebas para confirmar el diagnéstico presuntivo.

WILLARD, M. D. y col. (2002). Afirman que Todos aquellos
desordenes hepaticos que provocan un incremento en la actividad
plasmatica de la ALT también elevan la actividad de la AST, aunque [a
magnitud del aumento es a menudo menor. También algunos farmacos (por
~ejemplo, anticonvulsi\)antes y estrégenos) pueden inducir la actividad de la

AST e incluso incrementaria por un mecanismo de toxicidad.
2.4.1.3.3. FOSFATASA ALCALINA (ALP).

CUNINGHAM, J. (1999).Sefiala que en el caso de los niveles altos
de FA pueden indicar enfermedad hepatica ya que algunas patologias
hepaticas también cursan con incrementos significativos en la actividad de
la FA en este caso debido a la isoenzima hepética; pero a pesar de que los
niveles elevados de FA pueden parecer alarmantes, a veces esos niveles

altos pueden no causar sintomas clinicos.

WILLARD, M. D. y col. (2002).Refierenque la obstruccion biliar, ya
sea infra o extra hepatica, causa colestasis y puede conducir a una
ictericia obstructiva ya que el aumento de la actividad esta relacionado con
el grado de obstruccion y puede ser hasta 150 veces mayor que el limite
superior normal en casos de obstruccion completa en e1 perro, y hasta 15
veces el limite superior normal en el gato;El aumento en la actividad de la
ALP hepatica también se ha observado en casos de necrosis hepatica y de
inflamacién, y también es inducido por farmacos, como los barbitiricos y los

anticonvulsivantes.
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2.5. INMUNOABSORBANCIA LIGADA A ENZIMAS (ELISA).

LABORATORIO IDEXX (2002). Refiere que la prueba de ELISA es un
analisis confiable para obtener un diagnéstico rapido de la enfermedad y esta
remplazando a la prueba de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos
(IFA), ya que no requiere de equipo especializado, de tal manera que se puede
usar en centros clinicos con dotacion del kit. EI snap combo kit para la
deteccion de anticuerpos contra Ehrlichia canis es un analisis de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) del laboratorio IDEXX, que
identifica una regién inmunodominante P30 para lo cual utiliza anticuerpos
monoclonales 11H7. Esta prueba posee una sensibilidad de 98.8% y una
especificidad de 100%. Se disefié para detectar anticuerpos a Ehrlichia canis y
requiere un equipo minimo para su elaboracién y utiliza antigenos purificados
de cultivos de células infectadas con E. canis adheridos a papel de
nitrocelulosa, el cual es incubado con una solucién de bloqueo para reducir
reacciones inespecificas.

DE MORAIS y col. (2004). Afirman que la técnica indirecta de ELISA es
muy practica y de facil realizacién, la cual se ha convertido en un examen
rutinario para el diagnoéstico de la ehrlichiosis canina. En Brasil se realizé un
estudio, donde se trabajoé con esta técnica, indicando que la sensibilidad de la
prueba era del 80% de especificidad. Algunos casos agudos pueden presentar
signos clinicos antes de la aparicion de anticuerpos circulantes. Para estos
casos debe repetirse la prueba de 14 a 21 dias después de la primera prueba
para su descarte o confirmacion.

MATARLAB S. L., (2009), Realizaron la detecciéon de anticuerpos E. canis

mediante un ensayo de inmunofiuorescencia (IFA) y el Kit. Durante su periodo
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de investigacion durante el periodo de investigacion desde el afio 2008 a 2009,
un total de 100 muestras de sangre (caninas: 81, felina: 19) se tomaron
muestras de 25 hospitales privados locales de corea y 5 hospitales privados en
otro pais. Ambos métodos fueron comparados: el Kit de prueba de deteccion
de anticuerpos para E. canis en comparacién relativa tiene un 100% de
sensibilidad y especificidad con el ensayo de inmunofluorescencia (IFA), por lo
tanto el Ab Kit tiene una eficiencia competitiva en comparacién con el ensayo

de inmunofluorescencia (IA).
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ill. MATERIALES Y METODOS.

3.1. LUGAR DE EXPERIMENTO.

El presente estudio se realizd con muestras tomadas en los centros
veterinarios del Distrito de Chiclayo, en el Laboratorio de Patologia Clinica de
la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, durante el periodo comprendido

entre Noviembre del 2014 — Febrero del 2015.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO.

3.2.1. De los animales:

La poblacién en estudio se conformdé por los casos clinicos
atendidos con diagnostico presuntivo a Ehrlichiosis canina en los centros
veterinarios, durante dicho periodo. Para la presente investigacion se
emplearon 77 caninos de diferente raza, sexo, edad, de los cuales se

obtuvo las muestras de sangre necesarias.

3.2.2. De las muestras:
Las muestras sanguineas fueron obtenidas por puncién de la vena
cefalica, la sangre se recepcion6 en tubos vacutainer con anticoagulante

(EDTA) para la determinacién de las enzimas AST, ALT y FA.

3.2.3. Equipo de laboratorio:
e Algodén
e Alcohol
e Jeringas y agujas descartables
¢ Microscopio binocular de luz incorporada

e Tubos con &cido etildiaminotetracético (EDTA)
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e Kit de diagnostico “CanineSnap 4Dx” (IDEXX)

¢ Tubos vacutainer con anticoagulante EDTA de 3ml.
e Agujas hipodérmicas N° 21G x 1”.

e Ligaduras.

e Laminas porta y cubre objetos.

e Tubos de ensayo.

o Gradillas metalicas.

¢ Cronometro.

3.3. METODOLOGIA:

Una vez obtenidas las muestras de sangre se realiz6 la prueba de
ELISA consistente en un kit de diagnéstico llamado “Anigen Rapid E. canis
Ab” para detectar anticuerpos contra Ehrlichia canis; dicha prueba es
cualitativa y presenta una sensibilidad del 98%, especificidad al 100% con un
nivel de confianza del 95%. El kit de prueba Anigen Rapid E.canis Ac tiene las
letras “T” y “C” como linea de prueba y linea control respectivamente sobre la
superficie del dispositivo. Estas dos lineas no son visibles en la ventana de
resultados antes de la aplicacién de cualquier muestra. La linea “C” es usada
como control del procedimiento, y debe aparecer siempre, si el procedimiento
de prueba es realizado correctamente y los reactivos de prueba estan

funcionando.

Una linea de prueba purpura aparecera en la ventana de resultados si en
la muestra hay presencia de anticuerpos contra E.canis. El procedimiento para

realizarla consisti6é en:
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+ Retirar el kit de prueba de la bolsa de aluminio y ubicar sobre una
superficie plana y seca.

<= Colocar 3 gotas de diluyente de sangre total dentro del tubo de prueba

< Adicionar 1 gota (30ul) de muestra de sangre total con un gotero
desechable dentro de tubo de prueba y mezclar, esperar 1 minuto.

~ Adicionar 1 gota (10ul) de la mezcla de muestra al pozo de muestra
marcado con la letra “S”  del dispositivo de prueba con un tubo capilar y
esperar 1 minuto.

<+ Adicionar 3 gotas del bufer revelador dentro del pozo para el bifer.

{1) 3 gotas de diluyenle de sangre total (2) 1 gota de sangre lotal dentro del tubo (3) 1 gota (10uf) de muesira de la muestra
dentro del tubo de prueba de prueba

Mézcle y espere 1 minuto Espere 1 minuto

(4) 3 gotas de biifer revelador (5) Interprete a los 20 minutos

TS
20 minutes™

[

Para los resultados de prueba, se observé la banda purpura en la
ventana de resultados del dispositivo. Interpretar los resultados de prueba a

los 20 minutos. No interpretar después de 30 minutos.

* Interpretacién de la prueba
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Resultado Negativo: La presencia de solamente una banda (“C”)

dentro de la ventana de resultados indica un resultado negativo.

s
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[

Resultado Positivo: La presencia de dos bandas de color (“T" y “C")

dentro de la ventana de resultados indica un resultado positivo.
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A las pruebas positivas se les realizo un estudio de perfil enzimatico
para medir los valores de los tres tipos enzimas (ASTALTyFA)y
poder generar asi los datos concernientes a la investigacién, dichos datos

se registraron en una hoja de calculo para su procesamiento y analisis.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar el perfil enzimatico
sanguineo en perros positivos a ehrlichiosis canina en el distrito de Chiclayo,
para la seleccion de animales se escogié aquellos animales sospechosos que
presentaban signos clinicos de la enfermedad; ademas se corrobor6 dicha
enfermedad con la prueba de ELISA consistente en un kit de diagnéstico
llamado “Anigen Rapid E. canis Ab” para detectar anticuerpos contra Ehrlichia

canis.
Los resultados de la presente investigacion se muestran a continuacion:

Cuadro N° 01: Valores enzimaticos en perros positivos a Ehrlichia canis,

medidos en unidades internacionales por gramo de tejido (Ul/g).

" Promedio 74.1 1068 334.5

Limite inferior (intervalo | 15.2050368 31.1427312 54.86565308
de confianza)
Limite superior ( 68.0745451 139.429275 245.639285
intervalo de confianza)
Valor minimo 58.9 75.7 279.6
Valor maximo 89.3 137.9 389.4

Fuente: Garcia yaqueline. Valores enzimaticos recogidos en los centros
veterinarios del distrito de Chiclayo de Noviembre del 2014 a Febrero del
2015.
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Para la ASTse encontré un promedio de 74.1 Ul/I, con un intervalo de
confianza de 15.2050368 a 68.0745451 U/l (a = 0.05), con un valor
minimo y maximo de 58.9 y 89.3 U/l respectivamente.

Para la ALT encontramos un promedio de 106.8 Ul/l con un intervalo
de confianza de 31.1427312 a 139.429275 Ul/l (a = 0.05), con un valor
minimo y maximo de 75.7 y 137.9 Ul/l respectivamente.

Para la FA encontramos un promedio de 334.5 Ul/I, con un intervalo de
confianza de 54.86565308 a 245.639285 Ul/l (a = 0.05), Encontrando
valor minimo y maximo 279.6 y 389.4 Ul/l, respectivamente.

Se encontrd un incremento en el promedio de AST con respecto a los
valores normales tomando como referencia los valores de (WILLARD,
M. D. y col. 2002) que van desde 10 — 62 UI/L; el valor minimo se
encuentra dentro de parametros normales y el valor maximo se
encuentra elevado. (GREENE 1993).Sefiala que la AST puede
aumentar en los perros con Ehrlichiosis en especial durante la fase
aguda.

Paré la ALT encontramos un incrementq en el promedio ya que los
valores normales de referencia en caninos es de 10-94 UI/L segln
(WILLARD, M. D. y col. 2002) que nos indica lesién o necrosis celular
hepatica, reciente o en curso por lo tanto un incremento al menos de
tres veces de los valores normales sugieren dafo significativo del
higado en caninos (SODICOFF ,1996); la ALT es una enzima 6rgano
especifico del higado en caninos por lo tanto el higado sea el mas
afectado ya que las anormalidades bioquimicas que se reportan

dependen de los érganos mas afectados (BIRCHARD y col 1996).EI
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valor minimo encontrado esta dentro los valores normales y el valor
maximo muestra un incremento segun (SAINZ y col. 2000) afirman que
en la fase aguda de la ehrlichiosis canina se observa un aumento en
los niveles de ALT evidenciando el dafio inflamatorio del higado asi
mismo. (WILLARD, M. D. y col. 2002) Refieren que la determinacién de
ALT se usa especialmente para diagnosticar enfermedades del higado
en perros ya que la fuente principal de ALT esta en el higado, siendo
esta determinacion especifica para esta especie; aunque la actividad.
enzimatica en suero puede variar mucho entre los laboratorios,
dependiendo de las técnicas y unidades utilizadas.

Con respecto a los niveles altos de FA (SAINZ y col. (2000). Afirman
que en la fase aguda de la ehrlichiosis canina se observa un aumento
en los niveles de ALT y FA evidenciando el dafio inflamatorio del
higado, junto a un aumento en los niveles de bilirrubina total debido a
la hemolisis intensa de algunos casos donde exista franca ictericia; asi
mismo (WILLARD, M. D. y col 2002).sefialan que el aumento de la
actividad de FA esta relacionado con el grado de obstruccion y puede
ser hasta 150 veces mayor que el limite superior normal en casos de
obstruccion completa en e1 perro, también se ha observado en casos
de necrosis hepatica y de inflamacion(WOODY y  HOSKINS
1991).Afirman que los aumentos de la ALT y de la fosfatasa alcalina
suelen disminuir hasta niveles fisiolégicos con la instauracién de una
terapia apropiada, excepto en aquellos animales en los que, como
consecuencia de la ehrlichiosis, se ha producido una lesion hepatica o

renal irreversible.
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GraficoN°1: Distribucion%ﬁﬁ? de AST
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Fuente: Garcia yaqueline. Perfiles enzimaticos recogidos en los centros
veterinarios del distrito de  Chiclayo de Noviembre del 2014 a Febrero

del 2015.

En el Grafico N° 1: Encontramos que el 8% (6 canes) presentaron valores
bajos, el 58% (45 canes) estuvieron dentro de los rangos normales y el

34% (26 canes) tuvieron valores elevados.

- Segin (WILLARD, M. D. y col. 2002). Senalan que todos aquellos
desordenes hepaticos que provocan un incremento en la actividad
plasmatica de la ALT también elevan la actividad de la AST lo cual
diﬁefe con los resultados obtenidos por qué no en todos los casos se
cumple dicha afirmacién como se pudo comprobar en la investigacion;
Asi mismo coincidimos con (GREENE 1993).Que sefiala que la AST
puede aumentar en los perros con Ehrlichiosis canina en especial
d'urante la fase aguda.
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Graflco N°2 : Distribuci "'?1” 1 i:iva de ALT
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Fuente: Garcia yaqueline. Perfiles enzimaticos recogidos en los
centros veterinarios del distrito de Chiclayo de Noviembre del 2014 a

Febrero del 2015

En el Grafico N°:2 Encontramos que el 4% (3 canes) presentaron

valores bajos, 61% (47 canes) presentaron valores normales y 35% (27

canes) presentaron valores elevados.
Coincidimos con (GREENE 1993; GUZMAN vy col. 1999; WILLARD y
col. 1993).Quienes refieren que ALT suele aumentar en los perros con
Ehrlichiosis, en especial durante la fase aguda asi mismo coincidimos
con (BIRCHARD y col. 1996). Quienes sefialan que la ALT es una
enzima oOrgano especifico probablemente el higado sea el mas
afectado ya que las anormalidades bioquimicas que se reportan
dependen de los organos mas afectados. A diferencia de (HARDY,

1983). Sefala que, los aumentos no se consideran significantes hasta
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que alcanzan 2 a 3 veces lo normal. Niveles sobre 300-400 U/L
sugieren necrosis hepatocelular moderada y puede presentarse en
forma secundaria a disfuncibn de otros 6rganos durante la fase
crénica.

Por ultimo cuando observamos los valores obtenidos en los perros
estudiados vemos que al estar elevados, esto nos puede estar
indicando que este perro estaba sufriendo de un problema hepatico
incipiente que todavia no se ha manifestado al examen clinico. Esto se
explica ya que una enfermedad se inicia primariamente a nivel celular,
por lo tanto una célula puede estar liberando marcadores biolégicos sin
que se manifieste enfermedad clinica o aumento de tamafio de higado
en placas radiograficas (MURRAY ET AL, 2001).Asi mismo
coincidimos con (CORNELIUS 1979).Quien sefiala que la
concentracion elevada de ALT indica un darfio hepatocelular y el grado
de elevacion refleja el nimero de hepatocitos dafados y/o grado del
dario, pero no refleja la funcién hepatica o la reversibilidad de la injuria
a nivel celular, también sefiala que el funcionamiento hepatico puede
permanecer casi normal a pesar de un gran aumento de los valores de

la enzima en el suero.
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Grafico N°3: Distribucion Relativa de Fosfatasa

Alcalina
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Fuente: Garcia yaqueline. Perfiles enziméticos recogidos en los
centros veterinarios del distrito de Chiclayo de Noviembre del 2014 a

Febrero del 2015.

En el Grafico N°:3 Encontramos que el 47% (36 canes) presentaron
altos, el 62% (41 canes) estuvieron dentro de los rangos normales de

fosfatasa alcalina

En los perros los valores de FA segtn (WILLARD ET AL, 2002) deben
oscilar de 23 a 212 U/l; sin embargo, estos valores pueden variar de
un laboratorio a otro y por lo tanto no deben ser considerados un
estandar. En cuanto a los valores que se encuentran elevados con
respecto a los valores normales coincidimos con (WOODY vy
HOSKINS 1991).Quienes afirman que los aumentos de la ALT y de la
fosfatasa alcalina suelen disminuir hasta niveles fisiolédgicos con la

instauraciéon de una terapia apropiada, excepto en aquellos animales
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en los que, como consecuencia de la ehrlichiosis, se ha producido una
lesion hepatica o renal irreversible.

En relacion a FA y ALT, diremos que son variables independientes es
decir si la ALT aumenta la FA puede aumentar o mantenerse en su
niveles normales e incluso estar disminuidos y viseversa como se ha
podido comprobar en la investigacion con las pruebas de quimica
sanguinea realizadas ; (SAINZ y col. 2000).Afirman que en la fase
aguda se observa un aumento en los niveles de ALT y FA
evidenciando el dafo inflamatorio del higado, junto a un aumento en
los niveles de bilirrubina total debido a la hemolisis intensa de algunos

casos donde exista franca ictericia.
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V. CONCLUSIONES.

Basados en los resultados obtenidos en el presenta estudio, concluimos lo

siguiente:

1. Para la AST Se enconiré un promedio de 74.1 Ul/l, con un intervalo de

confianza de 15.2050368 a 68.0745451 UI/l (a = 0.05), con un valor
minimo y maximo de 58.9 y 89.3 Ul/l respectivamente.
Asi mismo para la ALT encontramos un promedio de 106.8 Ul/l, con un
intervalo de confianza de 31.1427312 a 139.429275 Ul/l (a = 0.05), con un
valor minimo y maximo de 75.7 y 137.9 U/ respectivamente. Y finalmente
para la FA encontramos un promedio de 334.5 Ul/l, con un intervalo de
confianza de 54.86565308 a 245.639285 Ul/l (a = 0.05), Encontrando valor
minimo y maximo 279.6 y 389.4 Ul/|, respectivamente.

2, Parala AST encontramos que el 8% (6 éanes) presentaron valores bajos,
el 58% (45 canes) estuvieron dentro de los rangos normales y el 34% (26
canes) tuvieron valores elevados.

3. Para la ALT encontramos que el 4% (3 canes) presentaron valores bajos,
61% (47 canes) presentaron valores normales y 35% (27 canes)
presentaron valores elevados.

4. Para la FA encontramos que el 47% (36 canes) presentaron valores
elevados el 62% (41 canes) estuvieron dentro de los rangos normales.

5. No existe una relacion directa entre FA, ALT y AST ya que todas variables

son independientes .
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1.

VI. RECOMENDACIONES.

Realizar trabajos complementarios identificando otros géneros como
Anaplasma que causan sintomatologia parecida, ademas de identificar la

presencia de otras especies de Ehrlichia en el distrito de Chiclayo.

Hacer investigaciones considerando raza, sexo, edad, los estados clinicos

de la enfermedad como agudo, sub agudo, crénico y sub clinico.
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VALORES ENZIMATICOS DE PERROS POSITIVOS A EHRLICHIA CANIS
EN EL DISTRITO DE CHICLAYO (NOVIEMBRE 2014 — FEBRERO 2015).

AST ALT FOSFATASA M/H
ALCALINA
1 180.4 267.6 82.0 M
2 157.0 143.0 162.0 M
3 61.0 51.0 320.0 M
4 31.0 34.0 73.0 M
5 258.0 185.0 248.0 M
6 37.0 72.0 387.0 H
7 17.0 30.0 195.0 H
8 64.0 72.0 99.0 M
9 64.0 84.0 334.0 M
10 67.4 71.4 477.6 M
11 35.0 40.0 509.0 H
12 236.0 120.0 1036.0 H
13 45.0 38.0 454.0 H
14 19.0 10.0 800.0 M
15 37.0 112.0 616.0 M
16 10.4 52 326.0 M
17 87.0 77.0 135.0 M
18 12.2 33.2 577.0 M
19 157.0 143.0 162.0 M
20 51.0 133.0 470.0 M
21 299.0 236.0 264.0 M
22 9.0 16.0 132.0 H
23 85.0 758.0 970.0 M
24 177.0 175.0 123.0 H
25 82.0 72.0 130.0 H
26 200.0 137.0 165.0 H
27 21.2 42.2 686.0 M
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28 56.0 49.0 465.0 M
29 76.0 86.0 492.6 M
30 39.0 46.0 162.0 M
31 45.0 718.0 930.0 M
32 31.0 113.0 450.0 H
33 48.0 53.0 522.0 H
34 20.0 33.0 198.0 H
35 90.0 80.0 138.0 M
36 46.0 81.0 396.0 M
37 41.0 44.0 83.0 M
38 22.0 35.0 200.0 M
39 71.0 91.0 741.0 H
40 87.0 77.0 137.0 H
41 57.0 139.0 476.0 H
42 30.0 35.0 504.0 M
43 15.0 22.0 138.0 M
44 88.0 761.0 973.0 M
45 16.4 11.2 332.0 M
46 150.0 136.0 155.0 M
47 268.0 195.0 258.0 H
48 34.0 41.0 157.0 H
49 30.7 66.0 103.8 H
50 61.0 71.0 209.0 M
51 79.0 69.0 129.0 M
52 47.0 129.0 466.0 M
53 135.0 121.0 140.0 H
54 49.0 56.0 172.0 H
55 29.0 42.0 511.0 M
56 35.5 71.0 108.8 H
57 60.0 80.0 730.0 M
58 30.0 37.0 153.0 M
59 137.0 123.0 142.0 M
60 48.0 55.0 171.0 M
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valor maximo

61 29.0 42.0 207.0 M

62 77.0 97.0 347.0 M

63 40.0 33.0 449.0 M

64 38.0 20.0 709.0 M

65 232 442 588.0 M

B 66 243.0 170.0 233.0 M

67 245.0 129.0 10.0 H

68 420 117.0 621.0 M

69 69.0 59.0 117.0 H

70 158.0 140.0 477.0 M

71 19.0 55.0 65.0 H

72 20.0 57.0 1.72.0 M

73 46.0 60.0 11900 M

74 44.0 66.0 180.0 M

75 46.0 69.0 200.0 M

76 47.0 171.0 207.3 M

77 48.0 71.0 209.0 M
Promedio 74.1 106.8 3345

Limite inferior | 68.0745451 139.429275 245.639285
Limite 15.2050368 31.1427312 54.86565308
superior

valor minimo | 58.9 75.7 279.6
89.3 137.9 389.4




