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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de
Anaplasma y Ehrlichia en caninos domésticos de los distritos de Huanuco,
Amarilis y Pilcomarca, que acudieron a tres Centros Veterinarios por
presentar sintomas de enfermedad. Para ello se seleccioné en forma
intencional a 100 perros, a quienes se extrajo muestras de sangre para
realizar andlisis hematologico y una prueba inmunocromatografica doble que
detecta anticuerpos de Anaplasma y Ehrlichia, ademas de aplicar un
cuestionario a los propietarios, entre mayo y octubre de 2020. De los 100
perros, el 61% (61/100) fue positivo a Anaplasma, el 85% (85/100) a
Ehrlichia, y en el 55% (55/100) de los perros existié coinfeccion con ambos
patégenos. El hemograma de los perros positivos a Ehrlichia sp. y
Anaplasma sp., presentaron anemia, leucopenia y trombocitopenia. Los
hallazgos encontrados a partir de este estudio muestran una alta prevalencia
y endemicidad de Ehrlichia sp., se confirma por primera vez la coinfeccion de
Anaplasma sp. + Ehrlichia sp., en Huanuco. El analisis estadistico
demuestra que existe asociacion entre la positividad a Ehrlichia y los perros
de raza, también con la trombocitopenia, y con el signo clinico de mucosas
palidas en los perros (p<0.05). Asimismo, estadisticamente hubo una leve
asociacion entre los positivos a Anaplasma y su domicilio en Pilcomarca; y
también entre los positivos a Ehrlichia y la disminucién de los valores de
eritrocitos, hemoglobina y hematocrito (anemia). Se concluye que la
prevalencia de Anaplasma y Ehrlichia en el presente estudio es muy alto, y

se identific6 casos de coinfeccion con Anaplasma + Ehrlichia.

Palabras clave: Anaplasmataceae, Enfermedades Transmitidas por vectores,

Hematologia, Prevalencia, Zoonosis.



ABSTRACT

The present study aimed to determine the prevalence of Anaplasma and
Ehrlichia on domestic canines of the Huanuco, Amarilis and Pilcomarca
districts, that came to three Veterinary Centers on the basis of visible signs of
disease. To this end a selection was made intentionally 100 dogs, from
whom blood samples are drawn to perform haematological analysis and
double immunochromatographic test that detects antibodies of Anaplasma
and Ehrlichia, in addition to applying a questionnaire to the owners, between
may and october 2020. Of the 100 dogs, the 61% (61/100) was positive to
Anaplasma, the 85% (85/100) to Ehrlichia, and in the 55% (55/100) of the
dogs existed coinfection with both pathogens. The haemogram of the positive
dogs Anaplasma y Ehrlichia presented anemia, leucopenia and
thrombocytopenia. The findings found from this study show a high
prevalence and endemicity of Ehrlichia, is confirmed for the first time the
coinfection of Anaplasma + Ehrlichia in Huanuco. The statistics analysis
shows that there is an association between the Ehrlichia positivity and
purebred dogs, also with thrombocytopenia, and with the clinic sign of pale
mucous membranes in the dogs (p<0.05). Likewise, there was a slight
association between Anaplasma positives and your domicile in Pilcomarca;
and also between the Ehrlichia positives and the decrease in values of
erythrocytes, hemoglobin and hematocrit (anemia). It is concluded that the
prevalence of Anaplasma and Ehrlichia in the present study it is very high,

and cases were identified of coinfection with Anaplasma + Ehrlichia.

Key words: Anaplasmataceae, Vector-borne diseases, Hematology,

Prevalence, Zoonoses
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RESUMO

Este estudo visou determinar a prevaléncia de Anaplasma e Ehrlichia em
caninos domésticos nos distritos de Huanuco, Amarilis e Pilcomarca, que
frequentaram trés Centros Veterinarios para sintomas de doenca. Para tal,
foram selecionados intencionalmente 100 cées, que foram extraidos
amostras de sangue para testes hematolégicos e um teste
imunocromatografico duplo que deteta anticorpos de Anaplasma e Ehrlichia,
bem como a aplicagdo de um questionario aos proprietarios, entre maio e
outubro de 2020. Dos 100 céaes, 61% (61/100) foram positivos para a
Anaplasma, 85% (85/100) para o Ehrlichia, e em 55% (55/100) dos céaes
houve coinfeccdo com ambos os agentes patogénicos. A contagem de
sangue dos cées positiva para Ehrlichia sp. anaplasma sp., tinha anemia,
leucopenia e trombocitopenia. Os resultados deste estudo mostram uma
elevada prevaléncia e endémica de Ehrlichia sp., a coinfeccdo de
Anaplasma sp' esta confirmada pela primeira vez. + Ehrlichia sp., em
Huanuco. A andlise estatistica mostra que existe uma associagdo entre a
positividade a Ehrlichia e os cdes de raca, também com trombocitopenia, e
com o sinal clinico de membranas mucosas palidas em caes (p<0,05). Além
disso, estatisticamente houve uma ligeira associacdo entre 0s positivos ao
Anaplasma e o seu domicilio em Pilcomarca; e também entre os positivos
para a Ehrlichia e a diminuicdo dos valores dos eritrécitos, hemoglobina e
hematocrit (anemia). Conclui-se que a prevaléncia de Anaplasma e Ehrlichia
em no presente estudo € muito alto e foi identificado casos de coinfeccéo

com Anaplasma + Ehrlichia.

Palavras-chave: Anaplasmataceae, Doencas Transmitidas por Vetores,

Hematologia, Prevaléncia, Zoonosis.
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INTRODUCCION

Las enfermedades trasmitidas por vectores (VBDs), son causadas por una
serie de patégenos que comprenden virus, bacterias, protozoarios y
helmintos, trasmitidos a perros y gatos por diferentes especies de vectores
artrépodos. Las garrapatas son potenciales vectores en la transmision de
diversos patdégenos tanto en animales como a humanos.

Patdégenos pertenecientes a los géneros Anaplasma, Ehrlichia, Babesia,
Hepatozoon y Rickettsia, causan enfermedades trasmitidas por garrapatas,
gue son de mayor importancia en perros y gatos. Algunas de estas pueden
representar una seria amenaza a la salud y bienestar animal, y constituye un
desafio diagnodstico para los clinicos, debido a su amplio espectro de
manifestaciones clinicas, los largos periodos prepatentes, y la ocurrencia
frecuente de co-infecciones.

Un ejemplo de ello son las infecciones por ehrlichiosis y anaplasmosis que
son causadas por alfa proteobacterias gram negativas de los géneros
Ehrlichia y Anaplasma de la familia Anaplasmataceae, del orden
Rickettsiales (Dumler, 2013; Silva et al, 2014).

Existen diferentes especies del género Ehrlichia que pueden infectar y
producir enfermedades en perros y humanos como: E. chaffeensis, E.
ewingii, E. muris y E. canis; esta ultima desde un punto de vista clinico es la
de mayor importancia. Las principales células que infecta son los monocitos
y algunos tipos de linfocitos y la patogénesis dura aproximadamente entre 8
a 20 dias.

Los signos clinicos de la fase aguda son alteraciones hematoldgicas,
trombocitopenia, leucopenia y anemia leve a moderada; la fase crénica se
caracteriza  por trombocitopenia, epistaxis, nefropatia, disnea,
hepatomegalia, esplenomegalia o linfoadenopatia, meningitis inflamatoria o
hemorragica, entre otros (Ismail et al, 2010)

Las bacterias del género Ehrlichia son transmitidas principalmente por las
garrapatas del complejo R. sanguineus, su habitat es peridoméstico, aunque
también se pueden localizar dentro de casas; en alfombras, cortinas y

muebles (Dantas Torres et al, 2006)



La anaplasmosis es una enfermedad ocasionada por la rickettsia Anaplasma
spp. Esta bacteria se replica principalmente en leucocitos y plaquetas. La
patogenia de la anaplasmosis suele presentarse de manera similar a la de
ehrlichiosis y puede constar de dos fases: aguda y cronica. La primera se
caracteriza por presentar fiebre, depresion, anorexia, anemia, vomito,
diarrea, letargia y cojera; y la segunda se caracteriza por presentar
trombocitopenia y leucopenia severa, y hemorragias internas (Santos et al,
2011)

Hoy en dia estas enfermedades son reportadas cada vez mas en varias
regiones del mundo; sin embargo, la escasa investigacion sobre estos
patogenos trasmitidos por garrapatas en algunas zonas de nuestros paises,
puede subestimar su prevalencia y distribucion en paises como el Pera.

En los ultimos afios, como resultado de la migracion masiva, nuestro pais ha
experimentado un rapido crecimiento demogréfico y también un incremento
en el nUmero de mascotas.

El Peru es un pais con variedad de climas por cada regién, las condiciones
ecolbgicas y factores ambientales son propicios para el habitad y desarrollo
de los diferentes vectores que intervienen en la transmisién de
enfermedades y poder cumplir su ciclo biolégico.

Con todos estos antecedentes, la investigacion se orienté a determinar la
prevalencia de Anaplasma spp. y Ehrlichia spp., los valores hematologicos y
factores asociados, en los perros de la zona urbana y periurbana de la

ciudad de Huanuco, Amarilis y Pilcomarca.



CAPITULO |
DESCRIPCION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.Fundamentacién del problema
Las enfermedades trasmitidas por vectores que afectan a caninos y
felinos (VBDs), son causadas por un amplio rango de patégenos que
comprenden virus, bacterias, protozoos y helmintos, trasmitidos a perros

y gatos por diferentes especies de vectores artropodos

Algunos de estos pueden representar una seria amenaza para la salud y
el bienestar animal, y constituye un desafio diagndstico para los médicos
veterinarios, debido al amplio espectro de manifestaciones clinicas, los
largos periodos prepatentes y la frecuente ocurrencia de co-infecciones
(Alho et al., 2017)

Por ejemplo, los patégenos que pertenecen al género Anaplasma,
Babesia, Ehrlichia, Hepatozoon y Rickettsia, causan enfermedad
trasmitida por vector, que son de mayor importancia en perros y gatos.

En la actualidad las enfermedades trasmitidas por vectores (VBDs),
son cada vez mas reportadas en varias regiones de Europa ( Baneth
et al, 2012; Otranto et al.,, 2013). Recientes estudios han reportado
gue los cambios demograficos y politicos, el incremento del transporte
a nivel global, la deforestacion, la urbanizacion, la abundancia de
huéspedes silvestres, alteraciones climéticas y la disponibilidad de
pruebas diagndsticas de mayor precision, pueden ser la razon para
esta expansion (Otranto et al., 2013; Otranto et al., 2015)

En Europa hay reportes de la expansion de las VBDs caninas a
paises no endémicos, por ejemplo la dirofilariosis y la babesiosis. Sin

embargo, la escasa investigacion sobre patdégenos trasmitidos por



vectores (VBPs) puede subestimar su prevalencia y distribucion en

varios paises.

La trombocitopenia ciclica canina es causada por Anaplasma platys,
una bacteria intracelular obligatoria gram negativa que infecta a las
plaguetas. El perro es el huésped reservorio primario para A. platys, y
hasta la fecha no ha demostrado infectar a los seres humanos. Es
trasmitida por la garrapata marron (Riphicephalus sanguineus); sin
embargo, los estudios de infeccion experimental no han demostrado

concluyentemente su trasmision (Simpson et al., 1991).

Ehrlichia canis es una bacteria gram negativa, obligada intracelular,
gue infecta los monocitos y es el agente causal primario de la
ehrlichiosis monocitica canina (Greene, 2006). Riphicephalus
sanguineus trasmite E. canis a los perros, tanto transestadialmente
como intraestadialmente (Stich et al., 2008). Las infecciones caninas
causadas por E. canis son comunmente reportadas en las regiones
del sur de Estados Unidos; sin embargo R. sanguineus se distribuye

en todo el pais (Bowman et al., 2009).

Experimentalmente, la infeccion con E. canis resulta en etapas de
enfermedad aguda, subclinica y crénica, con perros teniendo una
variedad de signos clinicos y anormalidades de laboratorio, incluyendo
fiebre, letargia, laminitis, descarga oculo nasal, trombocitopenia, anemia
no regenerativa, leucopenia, hiperglobulinemia y proteinuria durante
varias etapas de la infeccion. Siempre la infeccion por E. canis puede ser
poco reconocida debido a que los perros infectados aparecen saludables
hasta el final de la infeccion cuando aparece pancitopenia, uveitis,
pérdida de peso y desérdenes hemorragicos, haciendo el diagnéstico de
ehrlichiosis (Greene, 2006).

Las infecciones por Anaplasma son comunmente halladas en las
mismas regiones geograficas que E. canis, y la evidencia a exposicion o

infeccibn con ambos organismos, es a menudo detectado en el mismo



perro. Ambos organismos son hallados en todos los continentes y en
todo el mundo, pero son mas prevalentes en climas tropicales y
subtropicales. Como la garrapata Riphicephalus sanguineus es vector de
Anaplasma y Ehrlichia, los perros pueden infectarse en forma simultanea
o secuencial. El impacto clinico de una co-infeccion de Anaplasma y
Ehrlichia sobre la fisiopatologia de la enfermedad en perros, no ha sido

investigada a fondo.

1.2.Justificacion
En los ultimos 10 afios se ha reportado un aumento en el numero de
perros infestados con garrapatas en diferentes ciudades de nuestro pais;
ademds de canes con sintomas compatibles con enfermedad trasmitida
por garrapatas (Delgado y Montoya, 2018; Tateishi et al., 2015; Rubio et
al., 2011; Garcia, 2015)

En Hudnuco existe una poblacion canina importante, que incluye a
muchos perros de casa y callejeros infestados con garrapatas.
Asimismo, los clinicos reportan perros con sintomas de enfermedades
trasmitidas por garrapatas, como fiebre, decaimiento, anemia,
leucopenia y trombocitopenia; y que luego de realizar pruebas de
laboratorio como observacién de frotis sanguineo y Test répido,
resultaron positivos a ehrlichiosis (Huerto y Damaso, 2015; Tasayco et
al.,, 2017; Tasayco et al., 2014). En estos ultimos dos afios hay
informacion sobre evidencias de la presencia de otros patégenos
trasmitidos por garrapatas como Anaplasma, Babesia, Dirofilaria y
Hepatozoon; sin embargo, aln no se reportan 0 no se realizan estudios
rigurosos, y no se conocen aspectos importantes relacionados con la

epidemiologia de estos patégenos.

1.3.Importancia
El presente estudio es importante porque la Anaplasmosis y la
Ehrlichiosis canina son enfermedades de distribucion mundial,
trasmitidas por picaduras de garrapatas en areas consideradas

endémicas. Donde se han incrementado notablemente en perros y



humanos, se presentan frecuentemente en zonas tropicales Yy

subtropicales.

La aparicion de enfermedades transmitidas por garrapatas puede ser
influenciada por varios factores como el cambio climatico y factores
antropogénicos  como; urbanizacién,  deforestacion, = cambios
demograficos, la crisis econdmica, desplazamientos de personas y

animales (Dantas, 2015).

La garrapata marron del perro (Riphycephalus sanguineus) se encuentra
distribuida por todo el mundo, y al poder trasmitir ambos agentes
patdégenos, los perros pueden infectarse con ambos microorganismos en
forma simultdnea y esto puede impactar en la fisiopatologia y en los

signos clinicos de la enfermedad.

Muchas veces resulta dificil el control de las garrapatas, ya que los
propietarios no utilizan productos adecuados y tampoco con la
dosificacion y frecuencia adecuada. Esto provoca infestaciones masivas

y reinfestaciones en zonas endémicas de nuestra ciudad y alrededores.

Si bien hay un reporte del afio 2015 de un estudio sobre Ehrlichia en
Huanuco, no hay estudios sobre Anaplasma, ni de coinfecciones con
Ehrlichia

No ha sido demostrada la trasmision del Anaplasma al ser humano; sin
embargo, se han reportado casos de infeccion accidental por Anaplasma
y Ehrlichia en humanos, lo que nos evidencia un serio riesgo para la

salud publica.

1.4.Limitaciones
La ejecucion de la parte practica del estudio coincidié con la pandemia
de la enfermedad por Coronavirus o COVID 19 en el Perd y muchos
paises del mundo, con una alta tasa de contagio en toda la poblacion

peruana, y por la que el gobierno tuvo que dictar medidas extremas para



evitar el contagio excesivo. Algunas de las mas importantes son la
cuarentena, la higiene personal, el lavado de manos y el distanciamiento

social.

Teniendo en cuenta esta limitacion, nuestro trabajo se realizé con
muchas medidas de proteccion personal, para no exponernos al
contagio de esta enfermedad, y se realiz6 durante dos meses, con la
colaboracién de Centros Veterinarios que a pesar de la pandemia,
atienden animales enfermos, y asi obtuvimos la colaboracion del
propietario, que logicamente se rehusaba a darnos facilidades si lo

visitabamos en su casa.

Asimismo, por razones econdémicas, el estudio comprendié perros cuyo
domicilio era la zona urbana y alrededores de la ciudad de Huanuco,

Amarilis y Pilcomarca.

1.5.Formulacion del problema
1.5.1. Problema General:
La Anaplasmosis y la Ehrlichiosis son enfermedades de distribucion
mundial, producidas por bacterias que son trasmitidas por las
garrapatas del perro. La infeccién dentro del animal se disemina por

via sanguinea y linfatica, afectando a varios sistemas organicos.

Los sintomas y las lesiones son muy similares en ambas
enfermedades, en algunos casos se pueden presentar coinfecciones y
caninos que son negativos a Ehrlichia, es posible que puedan estar

afectados por Anaplasma.

Alun no existen estudios de prevalencia de Anaplasma y de
coinfecciones con Anaplasma y Ehrlichia en la ciudad de Huanuco,
ademas de los valores hematologicos en ambas enfermedades, y los

factores asociados a su presentacion.

Por ello nos planteamos la siguiente pregunta:



= Cual es la prevalencia, cuales son los valores hematoldgicos
y factores asociados a la infeccidén por Anaplasma y Ehrlichia

en perros de Huanuco ?

1.5.2. Problemas Especificos

Luego de conocer la prevalencia de Anaplasma, Ehrlichia y la

posible coinfeccibn con ambos patégenos, determinamos los

valores hematoldgicos y los factores asociados a su presentacion.

Para ello, nos planteamos las siguientes preguntas:

= ;Cuél es la prevalencia de Anaplasma en perros de
Huanuco?

= ¢ Cuél es la prevalencia de Ehrlichia en perros de Huanuco?

» ¢;Cual es la prevalencia de coinfecciones con Anaplasma y
Ehrlichia en perros de Huanuco?

= ¢ Cudles son los valores hematologicos en perros positivos a
Anaplasma y Ehrlichia en Huanuco?

= ;Cuédles son los factores asociados a infeccion por

Anaplasma y Ehrlichia en perros de Huanuco?

1.6.0Objetivos
1.6.1. Objetivo general:

1.6.2.

Conocer la prevalencia, los valores hematolégicos y los factores

asociados a la infeccion por Anaplasma y Ehrlichia en perros de

Huéanuco.

Objetivos especificos.

Determinar la prevalencia de Anaplasma en perros de Huanuco
Determinar la prevalencia de Ehrlichia en perros de Huanuco
Determinar la prevalencia de coinfeccidbn con Anaplasma vy
Ehrlichia en perros de Huanuco

Estimar los valores hematolégicos en perros positivos a
Anaplasma y Ehrlichia en Huanuco

Identificar los factores asociados a infeccion por Anaplasma y

Ehrlichia en perros de Huanuco



1.7.Formulacion de hipotesis
Hipodtesis
Ha: La prevalencia de Anaplasma y Ehrlichia es mayor al 1 %, los
animales positivos presentan alteraciones en los valores hematolégicos
y existen factores asociados a las infecciones en perros con garrapatas

en Huanuco.

Ho: La prevalencia de Anaplasma y Ehrlichia es menor al 1 %, los
animales positivos no presentan alteraciones en los valores
hematoldgicos y no existen factores asociados a las infecciones en

perros con garrapatas en Huanuco.

1.8.Variables
Anaplasma en el canino
Ehrlichia en el canino
Anaplasma y Ehrlichia en el canino
Valores hematoldgicos en el canino
Edad
Raza
Sexo
Presencia de garrapatas en el canino
Estilo de vida del canino

Signos clinicos en el canino

1.9.Operacionalizacion de las variables

Variable Definicién operacional Indicador Técnica e | Escala
instrumento

Anaplasma La presencia de | Positivo a | Resultados de | Sio No
Anaplasma en los caninos | Anaplasma la aplicacion
determinada por el del Test
resultado del Test Rapido
Inmunocromatografico

Ehrlichia La presencia de Ehrlichia | Positivo a | Resultados de | Sio No
en los caninos | Anaplasma la aplicacion
determinada por el del Test




resultado del Test Rapido
Inmunocromatografico
Anaplasma + | La presencia de | Positivo a | Resultados de | Sio No
Ehrlichia Anaplasma + Ehrlichia en | Anaplasma + | la  aplicacién
los caninos determinada | Ehrlichia del Test
por el resultado del Test Rapido
Inmunocromatografico
Valores Valores numéricos de los | Segin la | Resultados De acuerdo
hematoldgicos componentes unidad de | impresos del | a la unidad
sanguineos, medida de | andlisis de medida
determinados  por el | cada uno de | hematoldgico
resultado de la Prueba de | los
Analisis Hematoldgico componentes
sanguineos
Edad Valores numéricos de | Desde los 6 | Ficha de | Desde los 6
acuerdo a la informacion | meses hasta | Registro de | meses a 1
proporcionada por el|1l afo de | Datos afio, 1 — 2
propietario 0 por | edad, y luego afios, 2 a 3,
cronometria dentaria afios | | ... etc.
cumplidos
Raza De acuerdo a las | Identidad Ficha de | Razas puras
caracteristicas fenotipicas | racial (pura o | Registro de | y mestizos
del individuo, e | cruce) Datos
informaciéon dada por el
propietario
Sexo Dato proporcionado por el | Identidad Ficha de | Macho y
propietario y de acuerdo a | sexual (macho | Registro  de | Hembra
los genitales del individuo | © hembra) Datos
Garrapatas Presencia de garrapatas | Conjunto de | Revision de la | 1a5,5a10,
en la superficie corporal | ectoparasitos | superficie 10 a 20
del perro (garrapatas) corporal e | garrapatas
colectados en | jyontificacion | por 10 cm?
los animales
seleccionados de garrapatas
en el estudio.
Estilo de vida Define las caracteristicas | Se define | Ficha de | Dentro  de
de la permanencia diaria | como el lugar | Registro de | casa, fuera
(en casa o fuera de ella) | donde vive el | Datos y | de casa,
de los animales incluidos | perro durante | confirmacién mixto
en el estudio. el dia, dentro | in situ
o fuera de
casa
Signos clinicos | Manifestaciones de | Signos Técnica de | Inapetencia,
enfermedad recolectados | anamnesis vy | fiebre,
durante la | exploracion diarrea,
anamnesis y | clinica hemorragias,
exploracion vomitos, etc.

clinica




1.10. Definicion de términos operacionales

Anaplasmosis.

Enfermedad infecciosa, febril, caracterizada por anemia e ictericia y
presencia de anaplasma en los globulos rojos, destruyéndolos. La
trombocitopenia ciclica infecciosa canina o anaplasmosis trombocitica es
una enfermedad de tipo infecciosa causada por Anaplasma platys. Esta
bacteria intracelular obligada, gram negativa, presenta una afinidad
hacia las plaquetas de los caninos y se transmite principalmente por la

picadura de garrapatas del tipo Rhipicephalus sanguineus.

Ehrlichiosis.

La ehrlichiosis canina es una enfermedad de los perros y humanos,
producida por un microorganismo de la familia de las rickettsias llamado
Ehrlichia. La enfermedad se transmite mediante la picadura de una
garrapata y los sintomas que pueden aparecer en un perro enfermo son
muy variados. Produce anemia, ademas de afectar a la médula 6sea y al

sistema inmunitario de los perros.

Garrapatas.

Acaro de cuerpo oval de unos 6 mm de longitud que vive parasito sobre
la piel de perros, aves y otros animales, incluido el ser humano; tiene
cuatro pares de patas terminadas en dos ufias con las cuales se adhiere

a sus huéspedes para chuparles la sangre.

Hemopardsitos.

Los hemopardasitos son una serie de organismos parasitos obligatorios
de las células sanguineas. Pueden ser bacterias como la Rickettsia,
nematodos como las filarias o protozoos como el Hepatozoon. Estos
hemoparasitos se transmiten a los perros a través de lo que se
denominan vectores. Estos son insectos, como pulgas, garrapatas o
mosquitos, que se ven infectados por los hemoparasitos y, al contactar

con el perro, se los transmiten.
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Vector.

Los vectores son organismos Vvivos que pueden transmitir enfermedades
infecciosas entre personas, o de animales a personas. Muchos de esos
vectores son insectos hemat6fagos que ingieren los microorganismos
patdgenos junto con la sangre de un portador infectado (persona o
animal), y posteriormente los inoculan a un nuevo portador al ingerir su

sangre.

Valores Hematoldgicos.
Son los valores correspondientes a la cantidad y distribucién porcentual
de las distintas células de la sangre, el valor de hemoglobina y los

llamados indices hematimétricos.

Anemia.
La anemia se define como una cantidad disminuida de globulos rojos,
como una concentracion disminuida de hemoglobina en la sangre, o bien

como un valor de hematocrito mas bajo que lo normal.

Trombocitopenia.
La trombocitopenia es cualquier situacion de disminucion de la cantidad
absoluta de plaquetas circulantes en el torrente sanguineo por debajo de

los niveles normales.

Pancitopenia.
Es el descenso anormal de los elementos celulares de la sangre:

glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas.

Inmunocromatografia.

La inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra a
través de una membrana de nitrocelulosa. La muestra es afiadida en la
zona del conjugado, el cual esta formado por un anticuerpo especifico
contra uno de los epitopos del antigeno a detectar y un reactivo de

deteccion.
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Prevalencia.

En epidemiologia, se denomina prevalencia a la proporcion de individuos
de un grupo o una poblacién, que presentan una caracteristica o evento
determinado (en medicina, enfermedades). Por lo general, se expresa
como una fracciéon o un porcentaje. Es un parametro util porque permite
describir un fendmeno de salud, identificar la frecuencia poblacional del
mismo y generar hipétesis explicatorias. La utilizan normalmente los

epidemidlogos.

Factores Asociados.
Se denominan asi al conjunto de factores tanto individuales como del
entorno y ambientales que determinan el estado de salud de los

individuos o de las poblaciones.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Estudios relacionados a Anaplasma

En la ciudad de Leipzig, Alemania, se realiz6 una investigacion en
garrapatas recolectadas de cinco puntos de la ciudad, y ratones de 3 de
esos lugares. Mediante PCR se extrajo el DNA de las garrapatas y de
varios tejidos de los ratones, para luego realizar secuenciamiento,
identificando Babesia spp. (4.1%) y Anaplasma phagocytophilum (8.7%)
en la garrapata Ixodes ricinus, y concluyendo que los pequefios
mamiferos como ratones, pueden estar involucrados en el ciclo
endémico de los patdgenos trasmitidos por garrapatas (Silaghi et al.,
2012)

En estudios realizados en perros de varias ciudades de Colombia,
mediante Test IDEXX SNAP® 4 Dx®, determinaron presencia de A.
phagocytophilum en frecuencias de 12% hasta 51% (Mc Cown et al.,
2015). En cambio, usando el mismo método, en perros de un area
semifria de México, la frecuencia fue de 9% (Reyes-Climaco et al.,
2020).

Se efectuaron estudios en Chile, donde se determind la seroprevalencia
de Anaplasma phagocytophilum por medio de la prueba ELISA en
caninos vagabundos de dos sectores urbanos de la Ciudad de Talca, de
un total de 60 caninos muestreados, 29 fueron positivos, lo que
corresponde al 48% de seroprevalencia. En cuanto a lo referente a la
prevalencia por sexo se encontrd que en hembras 66.6% y en machos
45.5% fueron positivos. Referente a la edad en caninos menores de 2
afios 100%, de 2- 5 afios se obtuvo un 25% y mayores de 5 aflos 47%

de prevalencia (Ortiz, 2012)
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Muestras sanguineas de caninos fueron obtenidas de 391 caninos en
diferentes areas de la ciudad de Monterrey (México), utilizando como
factor de inclusién solo animales con domicilio fijo, mayores de 6 meses
y con propietario. En total fueron 218 hembras y 173 machos. Para
determinar el tamafio de la muestra de la poblacién bajo estudio se
calculo con un grado de precision del 5%, un nivel de confianza del 95%
y una potencia de la prueba del 80%, utilizando una prevalencia del
segun antecedentes de la enfermedad. Para la deteccion de anticuerpos
contra este agente causal en las muestras sanguineas de los animales
bajo estudio se utilizd el kit comercial SNAP*4Dx Canino (IDEXX
Laboratories, Inc. USA). Los resultados obtenidos en el presente estudio,
logré detectar la presencia de anticuerpos contra Anaplasma
phagocytophilum en solamente 13 animales, estimandose una
prevalencia del 3%. De acuerdo a lo observado en el presente estudio se
concluye que la presencia de Anaplasma phagocytophilum esta siendo
transmitida entre la poblacién canina del municipio de Monterrey a través

de las garrapatas (Salinas, 2011)

Con el objetivo de estudiar la presencia de los principales hemoparasitos
en perros (Dirofilaria  immitis, Ehrlichia  canis, Anaplasma
phagocytophilum y Borrelia burgdorferi) se evaluaron 200 muestras de
sueros de perros clinicamente sanos de una poblacion abierta en la
ciudad de Mérida, Yucatan, México. Se utiliz6 una prueba de ELISA
comercial (SNAP 4Dx kit IDEXX). Ningun signo de enfermedad se
encontrd en los perros incluidos en la muestra y se consideraron como
clinicamente sanos. Las frecuencias encontradas fueron: D. immitis (2.0
%), E. canis (14.4 %), A. phagocytophilum (12.5 %) y B. burgdorferi (0.0
%). La frecuencia combinada de E. canis y D. immitis mostré una gran
variacion con respecto a informes anteriores, la combinacion de A.
phagocytophilum + E. canis fue 26.5 %, seguido por la combinacion de
D. immitis + A. phagocytophilum (1.5 %) y D. immitis + E. canis + A.
phagocytophilum (1.5 %) Este es el primer estudio que informa la
presencia de A. phagocytophilum en perros con duefio desde el sur de

México; estos resultados evidencian la presencia y distribucion de las
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principales hemoparasitos en perros aparentemente sanos en una region
tropical (Ortega et al., 2016).

Se colectaron muestras de sangre en caninos en tres ciudades de
Colombia (n = 498), con el fin de obtener datos de vigilancia mas
completos. Las tres ciudades seleccionadas para el muestreo fueron -
Medellin (n = 175), Barranquilla (n = 223) y Cartagena (n = 100) - tres
regiones diferentes de Colombia con alturas sobre el nivel del mar,
variables -. Medellin (latitud 6° 13’ N, longitud 75° 36’ W, altitud 4.902
pies o 1.499 metros). De otro lado, Barranquilla (latitud 10° 53" N,
longitud 74 ° 46’47°'W, con una elevacién de 98 pies o 30 m.s.n.m) y
Cartagena (Latitud 10 ° 27°N, longitud 75 ° 31°W, elevacion 3 pies o 1
m.s.n.m), dos ciudades costeras de Colombia. Se incluyeron en el
estudio perros de clinicas veterinarias y refugios de las respectivas
ciudades, entre ellos, perros callejeros recogidos por entidades
encargadas del control de animales, por personal de las clinicas
veterinarias o miembros de la comunidad que voluntariamente llevaron a
Sus perros a una clinica para un examen medico veterinario. La muestra
de sangre entera se analizo en el lugar de muestreo para la enfermedad
del gusano del corazén (antigeno de D. immitis), ehrlichiosis canina
(anticuerpos contra E. canis), Anaplasmosis (anticuerpos de A.
phagocytophilum), y la enfermedad de Lyme (anticuerpos a B.
burgdorferi), utilizando un kit de ensayo SNAP® 4Dx® (IDEXX).
Mediante un analisis estadistico se calcul6 la prevalencia local de cada
enfermedad como la proporcidbn de muestras positivas del total de las
muestras realizadas en las respectivas ciudades. La prevalencia canina
general de VBD (infeccion con uno o mas agentes patégenos VBD) fue
del 30% en Medellin y del 84%, tanto en Barranquilla como en
Cartagena. La prevalencia general de E. canis 62%, A. phagocytophilum
33%, D. immitis 1,2%, y B. burgdorferi fue del 0%, respectivamente. En
la ciudad de Medellin, el 25% de las muestras dieron positivas para E.
canis, 12% para A. phagocytophilum y 0% para D. immitis. En la ciudad
de Barranquilla, la prevalencia de E. canis, A. phagocytophilum y D.

immitis fueron del 82%, 41%, y 1%, respectivamente. En la ciudad de
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Cartagena, la prevalencia para E. canis, A. phagocytophilum y D. immitis

fue del 79%, 52% y 3%, respectivamente (Monterroso y Cardona, 2015)

2.1.2. Estudios relacionados a Ehrlichia

Con el fin de evaluar los cambios hematoldgicos en caninos positivos a
ehrlichiosis en la ciudad de lazaro Cardenas, Michoacan, México; se
analizaron muestras de 50 perros mediante la prueba de ELISA,
resultando el 64% de positivos a anticuerpos contra la enfermedad, vy el
100% present6 una o mas alteraciones en el hemograma (Romero et al.,
2011).

Gonzéles et al. (2013), en un estudio realizado en 80 caninos del
municipio de Puente Nacional, Santander, Colombia; mediante
evaluacion de valores hematologicos y frotis sanguineo, determinaron

una prevalencia de 26.25% de Ehrlichia canis.

En Lima Peru, se encontrd el 16,50% de perros positivos a ehrlichiosis
en los distritos de Chorrillos, La Molina y San Juan de Miraflores, que
constituye una cifra inicial de la situacién de la ehrlichiosis canina en

nuestro pais (Adrianzen, et al., 2003).

Ademas se cuentan con los datos de una poblacién canina positivo a
ehrlichiosis canina, proveniente de distintos distritos de Lima, los cuales
son: Ate, Santiago de Surco, San Juan de Lurigancho, Chaclacayo,
Lurin, EI Agustino, Santa Anita, Lima Cercado, Villa el Salvador, Callao,
La Victoria, San Luis, Villa Maria del triunfo, Surquillo, La Molina, San
Juan de Miraflores, San Borja, Ancon, Los Olivos y Puente Piedra
(Contreras, et al., 2006)

Por primera vez se identifico y se realizd caracterizacion genética de
Ehrlichia canis por métodos moleculares en el afio 2007, donde 11 de 25
muestras fueron positivas a la nueva cepa reportada. Los 25 perros
fueron positivos a la prueba de ELISA (SNAP 3 DX; IDDEX Laboratories,

Westbrook, ME), més del 90% tuvo historia de exposicidén a garrapatas,
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trombocitopenia, anemia, pérdida de peso, equimosis, petequias y/o

epistaxis (Vinasco et al., 2007).

Barrios (2010) realiz6 un estudio en propietarios de perros con
antecedentes de haber enfermado con Ehrlichiosis en Lima
Metropolitana, por medio de examen serologico (IFl), y hematoldgico,
para determinar factores asociados a la exposicién de los propietarios a
la enfermedad; resultando en 14.29% de pacientes seropositivos por IFI,
y 15.38% de personas sospechosas por examen hematolégico (cuerpos

de inclusién en células mononucleares).

También en Lima se reportaron caninos seropositivos a Ehrlichia, en los
siguientes distritos: Santa Anita, Callao, San Juan de Miraflores, San
Juan de Lurigancho, Comas, San Martin de Porras, Chorrillos, la Molina

y San Bartolo (Barrios, et al., 2013)

2.1.3. Co-infecciones Anaplasma + Ehrlichia

Las infecciones por A. platys generalmente se encuentran en las mismas
regiones geograficas donde se reporta E. canis, y frecuentemente se
detectan evidencias de exposicion o infeccibn con ambos
microorganismos en el mismo perro (Ybafez et al., 2012; Harrus et al.,
1997)

Ambos patdgenos se encuentran en todos los continentes del mundo,
pero son mas prevalentes en climas tropicales y subtropicales (Gaunt et
al, 2010).

En un estudio realizado en Qatar, de 64 perros evaluados por medio de
PCR en tiempo real, se logro identificar Ehrlichia canis (3.1%),
Anaplasma platys (1.6%), y otros patégenos como Micoplasma, Babesia
y Hepatozoon (Alho et al., 2017).

Asimismo, Zhang et al. (2017) evaluaron 1550 garrapatas y suero

sanguineo de 562 perros en clinicas veterinarias de 20 ciudades del
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sudeste de China, por medio de ELISA y PCR. Se identific6 Borrelia
(0.4%), Ehrlichia (1.3%), Anaplasma (2.7%) y Babesia (3.9%). Algunas
garrapatas estaban coinfectadas con 2 (1.46%) o 3 (0.16%) patdgenos.

Por otro lado, en la ciudad de Araguaina, estado de Tocantins, Brasil, se
revisd 159 historias clinicas de pacientes caninos con el fin de evaluar el
resultado de los frotices sanguineos en busca de patégenos hematicos,
identificando Ehrlichia canis (35.83%), Anaplasma platys (25.83%),

ademas de Mycoplasma, Babesia y Hepatozoon (Barbosa et al., 2018) .

De igual manera, en la region Norte del estado de Parana, Brasil; se
realizé un estudio en 256 perros de casa, mediante PCR, detectando E.
canis y A. platys con valores de 16.4% (42/256) and 19.4% (49/256),
respectivamente; ademas de coinfeccibn con ambos gérmenes en
5.47% (14/256) de los casos (Ferreira da Silva et al., 2012).

En nuestro pais, se reporta anticuerpos contra Anaplasma en un perro, y
Ehrlichia en 2 perros, que llegaron a consulta a un centro veterinario
particular en diferentes fechas, con sintomas de enfermedad por
patégenos hematicos (Rubio et al., 2011). Asimismo, en un estudio de
perros con signos compatibles con Anaplasmosis, se determind un
41.6% de positivos y sospechosos por examen hematoldgico; sin
embargo a la prueba de Hemi-Nested PCR, resultaron positivos el 1.4%
a A. platys (Tateishi et al., 2015).

2.2. Bases Tedricas
2.2.1. Anaplasma
Historia
Anaplasma spp fue identificada por primera vez por Smith y
Kilborne en 1883 debido a investigaciones sobre la enfermedad
relacionada a la fiebre de la garrapata, en la cual logran describir
pequefios corpusculos puntiformes o en forma de cocos, dentro

de glébulos rojos de los animales infectados a los cuales
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consideraron como representantes de un estadio del ciclo de la

Babesia bigemina.

Asi mismo, Sir Arnold Theiler en el afio de 1910 usé el término
“Anaplasma” para describir un pequefio microorganismo
(corpusculos) que se encontraba presente en los eritrocitos de
bovinos africanos que sufrian de una anemia infecciosa aguda,
fue el primero en considerar estos corpusculos como
representantes de un nuevo género de parasito y propuso el
nombre de A. marginale, debido a la carencia de citoplasma y a
su localizacion marginal dentro del globulo rojo, a la enfermedad
la denominé como Anaplasmosis. Durante este periodo al
microorganismo recién descubierto se le consideraba como un
nuevo género de protozoario e incluso Seiber en el afio de 1911
notd caracteristicas en el comportamiento clinico y patologico del

agente que lo asemejaba mas a un virus.

Gracias a la implementacion de la microscopia electronica, De
Robertis y Epstein en el afio de 1951 evidenciaron que no se
trataba de un protozoario ya que al observar la morfologia del
Anaplasma concluyeron que el cuerpo marginal no era una
estructura homogénea, sino que el cuerpo de inclusion estaba
formado por varias subunidades. Posteriormente los estudios
histoquimicos en el afio de 1955, demostraron la presencia de dos

acidos nucleicos que contradecia la teoria virica.

En el afio de 1961, Pilcher determind que el Anaplasma
pertenecia al género Rickettsia y concluyd ademas que los
glébulos rojos parasitados con Anaplasma consumen el doble del
oxigeno que los gldbulos rojos normales condicion que no ocurre
en glébulos rojos parasitados con virus. Kreir y Ristic en el afio de
1973, basandose en las caracteristicas que poseia el Anaplasma

como la ausencia de nucleo y organelos, le clasificaron dentro de
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la familia Anaplasmataceae del orden Rickettsiales (Figueroa et
al., 1984)

Etiologia

La bacteria del género Anaplasma es un microorganismo
rickettsial trasmitido por vectores, caracterizado por un tropismo
celular variado y diversos huéspedes, y causa Vvarias
enfermedades entre animales. Las especies de Anaplasma que
se sabe que infectan a perros, son A platys y A. phagocytophilum,

que son trasmitidos por diferentes especies de garrapatas.

Morfologia

Anaplasma spp son microorganismos que se presentan en formas
bacilares, cocoides o pleomorficas, presentando paredes tipicas
de bacterias Gram negativas con ausencia de flagelo. Estas
bacterias tienden a ser muy pequefias, teniendo un diametro de
0,3 - 0,5 pm. y una longitud 0,8 - 2,0 um.

Las formas bacilares son cortas, mientras que las cocoides se
encuentran aisladas en pares, cadenas cortas o0 en filamentos.
Estos agentes al ser tefiidos con Giemsa son faciles de visualizar
con el microscopio de luz y se muestran de color azul purpura y
con la tincion de Macchiavello color rojo en contraste con el
citoplasma tefido de azul que las rodea, se localiza
obligatoriamente dentro de los globulos rojos, se ubica en la
periferia en contacto directo con el citoplasma del eritrocito,
consta de un cuerpo inicial que lo invade y posteriormente se
multiplica para formar inclusiones con 4 a 8 cuerpos iniciales
(Bowman, 2011)

CLASIFICACION TAXONOMICA
Clasificacion de Anaplasma spp.
Super reino: Bacteria

Clase: Proteo bacteria

Subclase: Alfa
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Orden: Rickettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma
Especie: Anaplasma. bovis.
Anaplasma caudatum .
Anaplasma centrale.
Anaplasma marginale.
Anaplasma ovis.
Anaplasma phagocytophilum
Anaplasma platys.

(Dumler et al., 2001)

Patogenia

Anaplasma spp es una bacteria intracelular obligada que una vez
dentro del torrente sanguineo, penetra en los eritrocitos maduros
por endocitosis, infectandolos y formando una vacuola donde se
multiplica por fisibn binaria para formar ocho organismos
individuales, estos salen del eritrocito utilizando exocitosis para
infectar eritrocitos aledafos, entre las 24 y 48 horas del ingreso
del hemoparasito, los eritrocitos infectados se duplican. El periodo
de incubacion de esta enfermedad es de 14 a 21 dias y depende
de la cantidad de microorganismos infectantes. Asi mismo la
infeccidn puede detectarse por microscopia entre 20 y 40 dias
después de la transmision, dependiendo del numero de
microorganismos transmitidos y de la virulencia (Soto, 2010)

La enfermedad de Anaplasmosis es primariamente una anemia,
cuyo grado varia con la proporcion de eritrocitos parasitados; la
primera aparicion del protozoario en la sangre coincide con una
disminucion de las cifras de hematocrito y eritrocitos con la
presencia de globulos rojos inmaduros en frotis de sangre y con la
aparicion de fiebre, los animales afectados en forma aguda
pueden morir poco después de llegar a esta fase; si el animal se

recupera a partir del ataque agudo inicial se producen ataques
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periddicos de invasion de los eritrocitos maduros por parte del
parasito en forma regular, pero con intensidad decreciente (Ribera
et al., 2017)

Transmision

La transmision es muy amplia y variada, las formas en como
puede transmitirse el parasito depende de la existencia del vector,
la existencia de animales susceptibles y de las condiciones
climatoldgicas favorables, siendo asi que la garrapata se infecta
con el contacto de la sangre fresca de un animal enfermo o
portador y la trasmite a un animal sano. Una vez infectado, el
animal puede permanecer toda la vida como portador y la
identificaciébn de estos animales depende de la deteccién del
parasito (OIE, 2001)

Su transmisién se realiza por medios biolégicos y mecéanicos:

Transmisién bioldgica.-

Esta transmision es a través de las diferentes especies de
garrapatas y se efectia de forma transestadial, es decir de una
época a otra por ejemplo del estado de larvas a ninfas y de ninfas
a adultos o intraestadial, es decir de una época.

El ciclo de desarrollo de Anaplasma spp en garrapatas es
complejoy

coordinado con el ciclo de alimentacion de la garrapata, comienza
en las células del intestino medio, siguiendo con las células
musculares del mismo, después otros tejidos de la garrapata
llegan a ser infectados, incluyendo las glandulas salivales de
donde la Rickettsia se transmite al huésped vertebrado durante la
alimentacion. En cada sitio de desarrollo en la garrapata, el
Anaplasma spp se multiplica dentro de inclusiones unidas a las
membranas, llamadas vacuolas o colonias. Cada ciclo involucra
dos estadios; la primera forma de Anaplasma spp, vista dentro de

la colonia es la forma reticular (vegetativa), que se divide por
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fisibn binaria, formando colonias grandes que pueden contener

cientos de microorganismos.

La forma reticular cambia a la forma densa, que es la forma
infecciosa y que puede sobrevivir fuera de las células de anfitrion.
Los animales llegan a ser infectados con Anaplasma spp. Cuando
la forma densa es transmitida durante la alimentacion de la

garrapata a través de las glandulas salivales (Franco, 2016)

Transmision mecanica.-

Esta transmision se produce a través de agujas contaminadas,
instrumentos usados en la castracion y transfusion de sangre
infectada de un animal a otro, por lo general se efectlia cuando no

se realiza una higiene adecuada (Franco, 2016)

Epidemiologia

Anaplasmosis canina es una enfermedad infecciosa transmitida
por garrapatas duras (Ixodidae), que afecta al ser humano y a los
animales. Son de distribucién universal, y son provocadas por
diferentes especies de los géneros Anaplasma de la familia
Anaplasmataceae. Epidemiolégicamente esta relacionada con el
medio ambiente y el hospedero, como todas las rickettsias se
caracteriza por no tener su cromatina organizada en un nudcleo
con membrana limitante y por carecer de reticulo endoplasmatico.
(Bowman, 2011)

Esta enfermedad es endémica en zonas donde predominan las
garrapatas y en regiones tropicales y subtropicales, donde sus
vectores (garrapatas) encuentran un habitat ideal dadas las
condiciones climéticas que garantizan su evolucién durante todas
las épocas del afio. La enfermedad presenta mayor impacto en la
época de verano debido a un incremento en el ndmero de
vectores transmisores de la enfermedad. En regiones de climas

templados es esporédica (Otto et al., 1999)
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Anaplasmosis aparece en regiones tropicales y subtropicales de
todo el mundo, incluyendo América del Sur y América central;
cuyos climas favorecen el ciclo biologico de la garrapata (Gispert
et al, 2007)

Signos clinicos

Los signos clinicos de Anaplasmosis en el perro son
inespecificos, pudiendo encontrarse individuos asintomaticos. En
todos los casos, la severidad de la infecciébn dependera de varios
factores, entre lo que se incluyen edad, estado del sistema
inmune y variante de Anaplasma spp., involucrada (Rubio et al.,
2011)

El inicio de la enfermedad tiene lugar a los 5 — 21 dias de la
picadura y los signos mas frecuentes en caninos son fiebre alta
(40 — 41°C), claudicacién en patas alternantes, tumefaccion
articular, anorexia y malestar general. Asi mismo también se
describen vomitos, dolor abdominal, pérdida de peso, diarrea y

alteraciones del estado mental (Calvache, 2014)

La palidez de las mucosas es el signo clinico mas destacado de la
anemia, ésta se acompafa de debilidad muscular, depresion y

anorexia.

Un animal durante la infeccién no presenta sintomas clinicos, sélo
cuando mas del 15% de eritrocitos han sido infectados se
presentan sintomas, en ese periodo, la parasitemia comienza a
desarrollarse y posteriormente los eritrocitos infectados se
eliminan del torrente sanguineo mediante fagocitosis por las
células del reticulo endotelial del bazo, higado y nédulos linfaticos;
induciéndose el desarrollo de una fase de inflamacién aguda
(Soto, 2010).
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- VOomitos y diarrea: Tanto los vémitos como la diarrea pueden
presentarse en perros que sufren de Anaplasma. Por desgracia,
hay cientos de enfermedades y condiciones que pueden causar
diarrea o vomitos en los perros.

- Signos articulares: Los perros pueden percibir dolor o
inflamacion en las articulaciones. El dolor puede estar presente
mas en las extremidades posteriores y la hinchazén puede ser
extrema, lo que causa que algunos perros tengan incomodidad
cuando tratan de moverse, pero también en ciertos casos no se
pueden movilizar.

- Cambios en el comportamiento: La Anaplasmosis puede
conducir a cambios en el comportamiento, manifestandose
depresion o letargo.

- Pérdida de apetito: En algunos perros, Anaplasma
phagocytophilum puede causar pérdida de apetito, lo que
conlleva pérdida de peso

- Trastornos de sangrado: La Anaplasmosis desarrolla contusion
severa de la piel como hemorragias petequiales y sangrado de la
nariz.

- Signos neurolégicos: En infecciones mas severas, los perros
pueden presentar dolor de cuello, convulsiones y ataxia. Los
signos de ataxia canina incluyen una pérdida de equilibrio
después de un brusco movimiento, temblores y un cambio en la
marcha.

Las convulsiones en los perros a menudo se manifiestan como un

movimiento muscular incontrolable, acompafiado de una pérdida

temporal de control sobre los movimientos intestinales (Gittins,

2012)

FASE HIPERAGUDA
En esta fase ocurre una pérdida dramatica de peso, presencia de
abortos, fallo cardiopulmonar y muerte, debido a que el 90% de

los eritrocitos estan infectados (Soto, 2010)
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FASE AGUDA

Dura aproximadamente 2 - 4 semanas, el primer signo clinico es
un aumento de la temperatura de hasta 41°C, seguida de
anorexia, depresion, ganglios linfaticos aumentados de tamafio,
debilidad muscular e ictericia, ésta fase algunos animales pueden
superarla espontaneamente aun sin tratamiento (Rubio et al.,
2012)

La recuperacién de la infeccion aguda da paso a la infeccion
persistente, caracterizada por ciclos repetitivos de parasitosis. Los
portadores asintomaticos son los reservorios para la infeccidon
(Calvache, 2014)

FASE CRONICA

Los animales que sobreviven a la fase hiperaguda, disminuyen
drasticamente la presencia de pardsitos en el torrente sanguineo,
luego de varias semanas los valores hematoldgicos vuelven a la
normalidad. El animal recuperado puede permanecer infectado
persistentemente, a estos animales se los conoce como
“portadores asintomaticos de la enfermedad”, en esta fase es
dificil de diagnosticar la enfermedad por los métodos tradicionales
(Soto, 2010)

DIAGNOSTICO

La Anaplasmosis canina es una enfermedad emergente que se
encuentra subdiagnosticada, debido a que no presenta signos
patognomonicos, y en muchas ocasiones es confundida
clinicamente con ehrlichiosis canina, por lo que se hace necesario
realizar un buen diagnéstico clinico, tomando en cuenta el
antecedente de infestacion por garrapatas. Sumado a una prueba
diagnéstica (serologia) que nos permita detectar el contacto con el
agente infeccioso. Se incluyen también la identificacion de

morulas o cuerpos de inclusion en frotis sanguineos y la deteccion
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de anticuerpos mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)
(Troncoso et al., 2014)

En la actualidad se utilizan pruebas serolégicas rapidas en la
practica clinica diaria, debido a su facil manejo y rapidez en el
diagndstico, como las pruebas de Elisa Kit VetScan Anaplasma
Rapid Test Y Snap® 4Dx® (ldexx Laboratories), ademas de
pruebas moleculares capaces para identificar secuencias
especificas de ADN, como la prueba de PCR (Reaccién en

cadena de la polimerasa) (Hoyos et al., 2007)

Técnicas de apoyo diagnostico: El diagnostico de la enfermedad

se basa en la anamnesis, presentacién clinica, hallazgos

patolégicos al examen clinico y se confirma con las pruebas de
laboratorio.

- Cambios en evaluacion hematologica y bioguimica: Al realizar un
hemograma se observa leucopenia (globulos blancos
<4,500/mm3), trombocitopenia (plaquetas <150.000/mm3) vy
aumento de las transaminasas, anemia no regenerativa
caracterizada por oligocitemia y oligocromenia, neutropenia e

hiperglobulineamia (Ozata y Ural, 2014).

- Pruebas serolégicas:
Pruebas de ELISA indirecto. - Es el método més utilizado para la
determinacion de anticuerpo. Béasicamente, consiste en la
inmovilizacién a la placa ELISA del antigeno (en los kits o snaps
ya viene fijjado) del que se quiere conocer si en el suero

problema existen anticuerpos especificos (Calvache, 2014)

INMUNIDAD

El organismo animal es capaz de producir anticuerpos 6
Inmunoglobulinas especificas contra un agente infeccioso extrafio
que penetra en el mismo, estas inmunoglobulinas se vierten a la

sangre del animal y forman un importante componente del suero
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sanguineo. La inmunoglobulina tipo M (IgM) se produce casi
inmediatamente después de la primera infeccion por cualquiera de
estos hemoparasitos; es decir, que a partir del dia 7 u 8 dias
después de que el animal se haya infectado por primera vez se

detectan ya niveles considerables de IgM.

Al cabo de 2 a 3 semanas se elevan los niveles de otro tipo de
inmunoglobulinas, las de tipo G (IgG), mientras que los niveles de

IgM van cayendo.

Los animales que se infectan por primera vez pueden o no sufrir
la enfermedad, normalmente los animales méas jovenes hacen
frente a la primera inoculacion de Anaplasmosis mas eficazmente
que los adultos, desarrollando los anticuerpos y rara vez
mostrando la enfermedad, por el contrario, los animales que se
han infectado por primera vez a partir de los 9 meses son los que
mas frecuentemente manifiestan sintomas clinicos. Los animales
conservaran siempre un nivel mas o menos alto de IgG después
de la primera infeccidn, mientras que los niveles de IgM tenderan
a desaparecer con el tiempo. En sucesivas reinfecciones con el
parésito se producen nuevamente mas anticuerpos tipo IgG, pero
no IgM. Una vez sufrida la primera infeccion el animal se hace
inmune a la enfermedad, permaneciendo también como portador
de los hemoparasitos durante uno o mas afios. A este estado de
presencia del hemoparasito con anticuerpos contra el mismo se
conoce como premunidad, la reinfeccion constante asegura que el
animal permanece portador durante el resto de su vida. Los
animales ya infectados permanecen también con anticuerpos
durante casi el resto de su vida, por lo tanto, después de haber
sido infectado el animal por primera vez, haya enfermado o no, es
improbable que sufra de nuevo la enfermedad por causa del

mismo hemoparasito (Ribera et al., 2010)
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La mayor parte de los parasitos son completamente antigénicos,
pero en su adaptacion a una existencia parasitaria han
desarrollado mecanismos que les permiten sobrevivir en
presencia de una respuesta inmunitaria. Los protozoarios pueden
estimular tanto la inmunidad humoral como la mediada por
células, en general los anticuerpos sirven para controlar el nivel

de parasitos libres en la corriente sanguinea (Tizard, 2009)

TRATAMIENTO

Los tratamientos para poder controlar la Anaplasmosis se realizan
con antibioticos a base de oxitetraciclinas en dosis de 6 mg/kg de
peso vivo durante tres a cinco dias, o bien mediante una sola
aplicacién de accion prolongada con dosis de 20mg/kg, por via
intramuscular. La administracion IM de dipropionato de imidocarb
3mg/kg de peso constituye también tratamiento eficaz, y no
interfiere en el desarrollo de la inmunidad adquirida frente a
Anaplasma, es una buena alternativa para cuando se produce
repeticion de la infeccion o poca respuesta a las tetraciclinas y se
emplea en inyeccion Unica o bien dos inyecciones separadas
entre ambas, cada 15 dias. Se recomienda administrar Atropina,
antes de emplear imidocarb a dosis de 0,025mg/kg con el fin de
evitar o minimizar los efectos colinérgicos como la excesiva
salivacion, diarrea, disnea, exudado nasal seroso. Con el fin de
apoyar a animales con padecimientos severos se pueden
implementar transfusiones sanguineas de 4 a 12 litros de sangre,

pudiéndose repetir a las 48 horas si es necesario (Mufioz, 2008)

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum, el agente causal de la anaplasmosis
granulocitica humana, es un patégeno zoondtico que causa
condiciones patologicas representadas por poliartritis, inclusiones
citoplasmicas en neutréfilos y varias anormalidades
hematoldgicas; asi como fiebre, anorexia, letargia y cojeras en

una diversidad de mamiferos, que incluyen perros, caballos,
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rumiantes y humanos. La infeccion por este microorganismo fue
confirmada por primera vez en perros de Minnesota y Wisconsin

en 1996, y se ha distribuido geograficamente en todo el mundo.

Este agente es capaz de infectar los leucocitos granulociticos de
un gran numero de especies diferentes como caballos, pequefios
rumiantes, hombres, perros e incluso gatos y se transmite

principalmente por la garrapata Ixodes ricinus (Méndez, 2004)

Anaplasma platys

Fue reportada en la década del 70 por Harvey et al (1978), y
luego reclasificada como miembro del género Anaplasma y dentro
de la familia Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001).

La bacteria tiene una afinidad por las plaquetas de los perros
(Arraga-Alvarado, 2003), y se transmite principalmente por la
picadura de garrapatas (Greene, 1997) del tipo Rhipicephalus

sanguineus (Sainz et al., 1999; Inokuma et al., 2000).

A. platys es un organismo que infecta exclusivamente a plaquetas

y generalmente causa grave trombocitopenia solo en perros.

Los signos clinicos de la infeccion por A. platys son leves o
muchas veces irreconocibles a pesar de la severidad de la
trombocitopenia; sin embargo, en algunos paises se ha reportado
morbilidad mas severa. Por estas razones, A. platys ha sido
estudiada principalmente en regiones endémicas (Yabsley et al.,
2008; Yuasa et al., 2017)

Los cuadros de trombocitopenia ciclica que produce A. platys
pueden durar de 7 a 14 dias (Ettinger, 1992). Esta
trombocitopenia es de tipo regenerativa aparentemente, debido a
la hiperplasia megacariocitica encontrada en la médula 0sea en

infeccion experimental en perros (Gaunt et al., 1990).
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2.2.2. Ehrlichia

Historia

Ehrlichia canis fue identificada por primera vez en el afio 1935, en
el Instituto Pasteur de Argelia por Donatien y Lestoquard, tras
observar que algunos perros alojados en sus instalaciones e
infestados por garrapatas desarrollaban ocasionalmente un
proceso febril agudo que cursaba con anemia. En las extensiones
sanguineas de los perros afectados, observaron unos pequefios
microorganismos en el interior de los monocitos, creyendo en un
principio que se trataba de alguna especie de Rickettsia.
Inicialmente el microorganismo recibié el nombre de Rickettsia

canis (Donatien y Lestoquard, 1935).

Moshkovski sustituyé en 1945 ese nombre por el actual de
Ehrlichia canis, como reconocimiento a Paul Ehrlich, gran biélogo
aleman (Moshkovski, 1945).

La Ehrlichiosis canina llamé mucho la atencién cuando cientos de
perros militares estadounidenses, y dentro de ellos, muchos
Pastores alemanes, murieron de la enfermedad durante la guerra
de Vietnam. E. canis llam6 aun mas la atencién a fines de la
década de 1980, cuando se sospechd de forma errénea que la
rickettsia habia infectado a seres humanos. Sin embargo en 1991,
se encontr6 que una especie nueva del género Ebhrlichia,

E.chaffensis, provocaba ehrlichiosis monocitica humana.

Recientemente ha sido confirmado como zoonosis, aunque no
hay evidencia de transmision directa de los perros al hombre. Se
han comunicado 46 casos de infeccion con Ehrlichiosis canina en

el hombre hasta la fecha. (Marin et al., 1998)
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Caracteristicas

Ehrlichia canis, al igual que el resto de las especies de ehrlichias,
es una bacteria gram negativa, que se comporta como un parasito
intracelular obligado. Las células diana de E. canis son las células
del sistema mononuclear fagocitario (SMF) y mas concretamente
los monaocitos y algunos tipos de linfocitos circulantes. Asi mismo,
puede afectar multiples especies de la familia canidae, entre ellas
el zorro, el coyote y el chacal, las cuales actian como reservorios
naturales (Neer, 2000)

Los microorganismos rickettsiales pertenecen al Reino
Proteobacteria, clasificadas como alfa - proteobacterias
gramnegativas, grupo que incluye un gran ndmero de agentes
oligotrofos (capaces de crecer en niveles bajos de nutrientes).
Dentro de este Reino se encuentran también los géneros
Escherichia, Neisseria, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella y
Vibrio. Esta clasificacion ha sido tomada del Manual de
Determinacién Bacterioldégica de Bergey, que actualmente se
encuentra en su novena edicion, el cual ordena a los
microorganismos bas andose en las secuencias de

oligonucledtidos firma del gen ARNr 16S (Prescott et al., 1999).

Estos microorganismos se presentan en formas bacilares,
cocoides o pleomorficas, presentando paredes tipicas de
bacterias gramnegativas con ausencia de flagelos (Prescott et al.,
1999). Las formas bacilares son cortas, mientras que las cocoides
se presentan aisladas, en pares, cadenas cortas o en filamentos
(Brooks et al.,, 1999). Estas bacterias tienden a ser muy
pequefias, teniendo un diametro de 0.3 a 0.5 um. y una longitud
de 0.8 a 2.0 um. (Prescott et al., 1999)

Estos agentes tefiidos son faciles de visualizar con el microscopio

de luz. Con la tinciobn de Giemsa muestran color azul, con la de
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Macchiavello color rojo en contraste con el citoplasma tefiido de
azul que las rodea (Brooks et al., 19997 Carter, 1985).

Taxonomia

El Orden Rickettsiales es un orden diverso que contiene tres
familias: Rickettsiaceae, Bartonellaceae y Anaplasmataceae y
muchos géneros patégenos que infectan diversas especies de
vertebrados (Greene, 1997).

Las especies del género Ehrlichia spp. se incluian dentro de la
Familia Rickettsiaceae y se clasificaban principalmente por sus
células blanco, es decir, se tenian cepas monocitotropicas,
granulocitotropicas y trombocitotrépicas. Ademas, se sabia que
algunas especies tenian m as de una célula blanco, tales como E.

chaffeensis, E. risticii y E. phagocytophila (Neer, 2000).

Neer (2000), clasifico las especies ehrlichiales de la siguiente

manera, dependiendo de la “célula blanco o diana” :

MONOCITOTROPICAS

Ehrlichia canis : Afecta naturalmente a caninos e infecta células
mononucleares y linfocitos.

Ehrlichia chaffeensis : Afecta naturalmente a humanos, perros y
venados e infecta células mononucleares, neutrofilos y linfocitos.
Ehrlichia sennetsu : Afecta naturalmente a humanos e infecta
células mononucleares.

Ehrlichia risticii : Afecta naturalmente a caballos e infecta células
mononucleares, células cebadas y enterocitos.

Ehrlichia bovis : Afecta naturalmente a los bovinos e infecta

monocitos y macrofagos.

GRANULOCITOTROPICAS
Ehrlichia ewingii: Afecta naturalmente a perros e infecta

neutrofilos y eosinofilos.
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Ehrlichia equi: Afecta naturalmente a caballos, perros, humanos y
llamas e infecta neutrofilos y eosindfilos.

Agente de la ehrlichiosis granulocitica humana (AEGH) : Afecta
principalmente a humanos, caballos y perros e infecta neutrdfilos.
Ehrlichia phagocytophila : Afecta principalmente ovejas, bovinos y

visones e infecta a neutrdfilos, eosinofilos y monocitos.

TROMBOCITOTROPICAS
Ehrlichia platys : Afecta naturalmente a perros e infecta

Gnicamente plaquetas.

OTROS
Cowdria ruminantium : Afecta naturalmente a los bovinos e infecta

células endoteliales, macréfagos y neutréfilos.

El género Ehrlichia spp. a inicios de la década de los 90 empez6 a
sufrir mdltiples cambios en la clasificacion de las especies,
teniendo como base 3 grupos; el primero formado por E. canis, E.
chaffeensis y E. ewingii. ElI segundo por E. equi y E.
phagocytophilum y el tercer grupo formado por E. risticii y E.
sennetsu. Aun no se clasificaba plenamente la Ehrlichia platys en
algun grupo mencionado anteriormente. Esta clasificacion se fue
dando por las reacciones cruzadas a nivel seroldgico entre las

especies (Greene, 1997).

Patogénesis de la ehrlichiosis canina por Ehrlichia canis

La enfermedad posee un periodo de incubacion (Pl) de
aproximadamente 8 a 20 dias (Sainz et al., 2000), seguido por
una fase aguda o temprana, para posteriormente alcanzar una
etapa subclinica asintom atica y finalmente llegar a una fase
cronica, que es la etapa final de la enfermedad (Harrus etal.,
1997a; Neer, 2000)
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En la dltima década ha sido revisada extensamente esta
enfermedad, y los esfuerzos han sido dirigidos a elucidar la
patogénesis de la enfermedad aguda. El mejor entendimiento de
los principales mecanismos involucrados en la patogénesis se han
convertido en gran apoyo para el clinico. Los mecanismos
patogénicos de esta enfermedad pueden ayudar a entender los
que ocurren en la ehrlichiosis monocitica humana (EMH) y la

ehrlichiosis granulocitica humana (EGH) (Harrus etal., 1999).

INGRESO DEL AGENTE Y LA FASE AGUDA

La infeccion del hospedero vertebrado ocurre después que una
garrapata ha ingerido sangre de un animal infectado, de esta
forma las secreciones salivales de la garrapata contaminan el
area de alimentacién en el hospedero susceptible, ocasionando el
pasaje del microorganismo via mecanica. Ademas, el
microorganismo también se transfiere por transfusiones
sanguineas de donadores infectados, siendo ésta Ultima una via

muy poco frecuente (Neer, 2000).

Posterior al periodo de incubacion, se observa la fase aguda, la
cual tiene una duracion 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 (Neer, 2000; Ettinger, 1992). La replicacién
inicialmente se da en leucocitos mononucleares circulantes, los
gue luego, colonizan los 6rganos conformados por células de tipo
mononuclear, tales como el bazo, higado, médula 6sea y nddulos
linfaticos donde provocan una hiperplasia con infiltracion de

células plasméticas (Neer, 2000).

E. canis suele provocar lesiones inflamatorias y vasculitis,
fundamentalmente de origen inmunomediado, por depédsito de
complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) (Parnell, 2004). En

algunos casos, el cuadro puede tornarse muy grave Yy
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desencadenar el cuadro de coagulacién intravascular diseminada
(CID) poniendo en grave riesgo la vida del animal (Sainz et al.,
2000).

La trombocitopenia, es el hallazgo mas comun y consistente en la
ehrlichiosis canina (Waner et al., 1995), asi como la anemia y la
leucopenia (Neer, 2000; Ettinger, 1992). Estas anormalidades
hematoldgicas rara vez se presentan simultdneamente y son m as
tipicas diversas combinaciones (Greene, 1997). La
trombocitopenia se da por el mayor consumo, secuestro y
destruccion de plaquetas, reduciéndose la vida media de las
mismas. Esto se origina principalmente por la vasculitis que afecta
a las pequefias arterias, por la respuesta del sistema
inmunoldgico y/o de coagulacion (Kakoma et al., 1978; Pierce et
al., 1977; Smith et al., 1975). Este es un efecto causado por la
infeccion, pero casos sin trombocitopenia también se han

reportado (Sainz etal., 2000).

Es frecuente la presencia de trombocitopenia y trombocitopatias
motivadas fundamentalmente por procesos inmunomediados. Por
la misma razon, en ocasiones se puede presentar leucopenia y
anemia en los pacientes (Sainz et al., 2000). Pueden ocurrir
anemia positiva a Coombs secundarias al recubrimiento
inespecifico de glébulos rojos por globulinas o subsecuentes a
una respuesta inmunitaria especifica a antigenos de eritrocitos
(Greene, 1997).

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos antiplaquetarios
(AAP) en el suero de los animales infectados con E. canis,
apoyando la idea de la destruccion plaquetaria por parte del
sistema inmune en esta fase (Harrus et al., 1996a; Waner et al.,
1995). Los AAP han sido detectados desde el 70 hasta el 170 dia
post-infeccion experimental en caninos (Harrus et al., 1996a).

Estos anticuerpos han sido demostrados en pacientes con EGH
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en el 80% de los casos (Wong et al., 1998). La induccién para la
produccion de los AAP es ejercida por los antigenos ehrlichiales,
que aparentemente son antigénicamente similares a las
moléculas plaquetarias, esto explica porqué el sistema inmune
esta involucrado en la destruccién celular. En esta etapa aun no
se desarrolla dafio medular, por el contrario ante el volumen
plaguetario disminuido se presenta una trombopoyesis activa
(Waner et al., 1995).

En esta etapa suelen afectarse los rifiones por factores
humorales. En las infecciones agudas es comun que haya
alteracion de la permeabilidad glomerular. La pérdida de proteinas
depende de una glomerulopatia de cambios minimos. Las
tinciones inmunoflurescentes revelan depositos leves a
moderados de inmunoglobulinas en los ovillos glomerulares y el
mesangio. Estos cambios patologicos explican la pobre respuesta
a la antibioticoterapia en los casos de ehrlichiosis con

glomerulonefritis (Greene, 1997).

FASE SUBCLINICA O SILENCIOSA

La fase subclinica se establece cuando el animal sobrevive a la
fase aguda y se presenta de manera espontanea 0 por un
tratamiento inefectivo (Harrus et al., 1998). Se caracteriza por la
persistencia del microorganismo y el alza en los titulos de
anticuerpos. Tiene una duracion promedio de 6 a 9 semanas

pudiendo permanecer por varios afios (Neer, 2000).

La persistencia del antigeno en las células infectadas obra como
estimulo para el sistema inmune. Los titulos de anticuerpos se
elevan grandemente en esta fase y los animales
inmunocompetentes por lo general eliminan al microorganismo en
esta etapa. Los paciente que no eliminan la infeccion progresan
hasta la fase cronica. Los signos clinicos estan ausentes pero

persisten los cambios hematologicos, principalmente la
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trombocitopenia (Ettinger, 1992? Sainz et al., 2000). Esto indica
que los cambios patolégicos contindan, so6lo que no son
observados clinicamente (Harrus et al., 1999). Como
consecuencia de la infecciébn se produce una respuesta inmune
humoral importante que a menudo no es capaz de eliminar el

agente patégeno (Sainz et al., 2000).

Se ha demostrado que el bazo es el 6rgano m as importante para
la E. canis en esta etapa de la enfermedad, asi como la médula

Osea (Harrus et al., 1999).

FASE FINAL O CRONICA

La ehrlichiosis crdnica ocurre en los perros que no logran montar
una respuesta inmune eficiente contra el microorganismo (Sainz
et al., 2000).

En esta etapa de la enfermedad se pueden 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 alem an) y en los animalesjévenes (Neer, 2000).

DIAGNOSTICO CLINICO

La infeccion por Ehrlichia canis puede causar un amplia gamma
de signos clinicos, que varian incluso dentro y entre distintas
localidades geogréficas, esto depende tanto de la dosis infectante,
raza del perro infectado, el estado inmunolégico al momento de la
infeccidbn, como de otras enfermedades concomitantes (Sainz
etal., 2000).
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SIGNOS CLINICOS EN FASE AGUDA

La sintomatologia de la ehrlichiosis es muy variada y con
frecuencia es dificil la distincién clinica entre los estadios agudo y
cronico (Parnell, 2004). Durante la fase aguda la sintomatologia
suele ser poco especifica por lo que el diagndstico no siempre es
sencillo. Si no se diagnostica la enfermedad en fase aguda, ésta
progresa a la forma subclinica en la que sélo se encuentran
alteraciones laboratoriales (Sainz et al., 2000). En algunos casos
los signos pueden ser muy leves, pasando practicamente

desapercibidos (Lopez etal., 1999).

El cuadro clinico que mas a menudo se encuentra es muy
inespecifico, caracterizado por fiebre, pérdida de peso, apatia y
anorexia (Parnell, 2004). ElI vomito también se presenta en los
animales afectados (Sainz et al., 2000). Alrededor del 40% de los
casos presentan linfadenomegalia, a pesar que no siempre es
generalizada (Sainz et al., 2000). Algunos investigadores indican
que la linfadenomegalia se presenta en el 20% de los casos
(Neer, 2000).

Otros signos clinicos posibles incluyen hemorragias bajo la piel,
dolor muscular severo de cuello y espalda, descargas por orificios
nasales, tos (debido a la existencia de una neumonia intersticial),
exudado inflamatorio a nivel ocular y hematuria (Sainz et al.,
2000).

Las hemorragias en la infeccion ocurren sobre todo debido a la
disminucion en el recuento de plaquetas sumado a una inhibicién
en la agregacion plaquetaria debido al desarrollo de anticuerpos
contra las glucoproteinas propias de las plaquetas (Sainz et al.,
2000).

Se presenta hepatomegalia y esplenomegalia. Se consideran

signos tipicos de la enfermedad los cuadros hemorragicos,



39

aungque éstos solo se observan en aproximadamente el 35% de
los perros con ehrlichiosis en Espafa. De todos los signos
hemorragicos observados (petequias y equimosis en piel y
mucosas, hematuria, melena, hemorragias retinianas o
conjuntivales, etc.) la epistaxis es la m &s frecuente (Sainz et al.,
2000; Parnell, 2004; Neer, 2000).

Se aprecian signos neuroldgicos, que pueden ser ocasionados
por meningitis debida a trastornos inflamatorios (meningitis
linfoplasmocitica) o por hemorragias en sistema nervioso. Los
signos mas frecuentes son convulsiones, ataxia, estupor y
sindrome de neurona motora superior o inferior, disfuncion
vestibular aguda central o periférica (Sainz et al., 2000; Neer,
2000). En algunos casos se ha observado moérulas en células del
LCR (Neer, 2000).

Alteraciones oculares se presentan en esta etapa, siendo las m 4s
comunes la uveitis anterior y afeccion de la retina (coriorretinitis,
papiledema, hemorragia retiniana, infiltrados perivasculares en la
retina y desprendimiento retiniano ampollar). La uveitis anterior
que puede tener una gravedad variable, por lo general es poco
intensa (Sainz et al., 2000). La uveitis también se ha relacionado
con la infeccion por E. platys en el perro (Neer, 2000). El edema
en extremidades o0 escroto se observan en esta etapa de la
enfermedad, pero en menor frecuencia (Woody y Hoskins, 1991).

El dafio renal es evidente, ademés los rifiones son altamente
sensibles a las vasculitis inmunomediadas por el depdsito de
complejos inmunes en el glomérulo produciendo consecuentemte
glomerulonefritis, similar a la que se presenta en la leishmaniosis
(Sainz et al., 2000), la que conlleva a una insuficiencia renal
aguda, presentandose signos caracteristicos, tales como
proteinuria y azotemia. Esta ultima debido a los niveles elevados

de NUS y creatinina en la sangre (Neer, 2000).
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SIGNOS CLINICOS EN FASE SUBCLINICA

Esta fase subaguda o subclinica puede durar semanas, meses o
afos. Esta fase no presenta signologia clinica (Codner y Farris-
Smith, 1986; Perille y Maltus, 1991).

SIGNOS CLINICOS EN FASE CRONICA

En los casos crénicos es posible observar signos clinicos
inespecificos, como en el trastorno agudo. Ademas, las
tendencias hemorragicas, la linfadenopatia, la esplenomegalia, las
anormalidades oculares y las infecciones secundarias se
consideran indicadores de ehrlichiosis cronica. También se han
descrito poliartropatias y signos neuroldgicos (Greene, 1997).

La tendencia hemorragica reflejada a nivel de mucosas, retina,
piel abdominal o en cualquier otro 6rgano, es una secuela comun
de la infeccidn crénica pronunciada debido al persistente numero

bajo de plaguetas circulantes (Ettinger, 1992).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

EXAMEN HEMATOLOGICO

En la fase aguda la principal alteracién que puede observarse es
la presencia de trombocitopenia a partir de 10 a 20 dias post-
infeccidn (observada en el 82% de los casos afectados) (Neer,
2000; Ettinger, 1992; Greene, 1997), asi como un aumento en el
tiempo de coagulacion por efecto de la disminucion en la
agregacion plaguetaria debido al desarrollo de anticuerpos contra
las glucoproteinas propias de las plaquetas junto a otros factores
de inhibicion de aglutinacion, que persiste durante toda la

enfermedad incluso en la fase cronica (Sainz etal., 2000).

Suele observarse leucopenia (32% de los casos) seguida por
leucocitosis (Ettinger, 1992) con monocitosis y/o linfocitosis
(Parnell., 2004; Greene, 1997). Se ha observado linfocitosis

granular en la infecciones con E. canis., hallandose cuentas
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absolutas de linfocitos que varian entre 5200 a 17200 células/ul. y
la granularidad en el citoplasma caracteristica de leucemia

linfocitica bien diferenciada (Neer, 2000).

Generalmente la anemia es no regenerativa, observandose en el
82% de los casos (Neer, 2000; Sainz et al., 2000). La
trombocitopenia y la anemia arregenerativa son los hallazgos
hematolégicos mas constantes en los casos agudos y cronicos.
Se observan anemias regenerativas en coinfecciones con Babesia
spp. (Ettinger, 1992). Las anemias inmunomediadas son
reportadas en la enfermedad (Parnell, 2004). Estas
anormalidades rara vez se presentan en forma simultanea, son
mas frecuentes diversas combinaciones (Greene, 1997). Es raro
observar trombocitopatia y anemias positivas a Coombs y se
piensa que son, cuando menos en parte, mediadas por factores

humorales (Greene, 1997).

BIOQUIMICA SANGUINEA

La hiperproteinemia (33% de los casos), la hiperglobulinemia
(39%), hipoalbuminemia (43%) vy actividades de alanino
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA) (43 y 31%,
respectivamente) (Greene, 2000). La hiperproteinemia resulta de
valores elevados de globulina La hiperproteinemia (33% de los
casos), la hiperglobulinemia (39%), hipoalbuminemia (43%) y
actividades de alanino aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina
(FA) (43 y 31%, respectivamente) (Greene, 2000). La

hiperproteinemia resulta de valores elevados de globulina.

ANALISIS DE ORINA

En el uroanalisis las dos alteraciones mas frecuentes son la
proteinuria (De Morais et al., 2004; Parnell, 2004) y la hematuria
(Sainz et al., 2000). La densidad especifica de la orina se

encuentra disminuida, asi como en pacientes inmunodeprimidos
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es posible la aparicién de infecciones secundarias con bacteriuria
(Parnell, 2004).

PRUEBAS SEROLOGICAS

Las pruebas seroldgicas constituyen una base importante para el
diagnéstico de la enfermedad, determinando cualitativamente o
cuantitativamente niveles de anticuerpos (IgG o IgM) en los
animales afectados por la ehrlichiosis canina (Lopez et al., 2003).

El diagnostico de ehrlichiosis suele basarse en resultados
positivos a la prueba de anticuerpos fluorescentes (IFA) (Neer,
2000). Esta fue desarrollada en 1971, siendo utilizada
actualmente para el diagnostico ehrlichial en caninos y el hombre
(Greene, 1997). Esta prueba es la méas habitual en el
serodiagnostico (Parnell, 2004). La IFA detecta anticuerpos
tempranamente (7 dias post-infeccion), siendo posible que
algunos casos no manifiesten positividad hasta los 28 dias post-
infeccion (Neer, 2000; Parnell, 2004). Experimentalmente, se
demostré que durante los 7 primeros dias de la infeccion inicial los
titulos de anticuerpos son principalmente de IgA e IgM, siendo
alrededor de los 20 dias post-infeccion mayormente un titulo de
lgG. La mayoria de laboratorios miden este mondémero en las
pruebas seroldgicas rutinarias (Neer, 2000; Mc Bride et al., 2003).

INMUNOABSORBANCIA LIGADA A ENZIMAS (ELISA)

Ademas de la técnica indirecta para detectar anticuerpos
fluorescentes (IFA), la técnica indirecta de ELISA es muy utilizada
para detectar anticuerpos contra E. canis (Neer, 2000). En un
estudio para calcular la seroprevalencia de Ehrlichia canis en la
ciudad de Yucatan (México) se trabajoé con la técnica indirecta de
ELISA, en el cual se indica que la prueba posee un 71% de
sensibilidad y un 100% de especificidad (Rodriguez-Vivas et al,
2004).

DIAGNOSTICO MOLECULAR
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La deteccién especifica de E. canis, asi como de otras especies
ehrlichiales realizada mediante técnicas de PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) representa un método de mayor
sensibilidad que el serolégico y/o el cultivo celular, siendo
necesario un entrenamiento adecuado y equipos especializados
(Gusa et al., 2001).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

Ambito

La provincia de Huanuco se ubica a 1,800 m.s.n.m., en el valle formado
por el rio Huallaga, ubicado en la Region Centro Oriental del pais.

El clima es seco y soleado, con una temperatura promedio de 24° C
durante todo el afio.

Latitud Sur: 9° 55’ 46”

Latitud Oeste: 76° 14’ 23”

Poblacion
La poblacion a estudiar, fueron los caninos de la Provincia de Huanuco,
compuesto por los distritos de Huanuco, Amarilis y Pilcomarca, los mas

poblados del Departamento.

Hay un promedio de 196,627 habitantes en los distritos de Huanuco,
Amarilis y Pilcomarca (INEI, censo 2017), y no se ha determinado la
poblacién canina total, solo se toman en cuenta datos de las Campafas
de Vacunacion VANCAN para estimar un niumero aproximado de canes.

Muestra
Para el calculo del tamafio de muestra se utilizé la férmula para

poblacién infinita desconocida.

La seleccion de la muestra fue por el método no probabilistico,
intencional, por inclusion de caninos a medida que se detectan en

centros veterinarios.

Se considera una prevalencia de 1.4% para Anaplasma en un estudio en
Lima (Tateishi et al., 2015)
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Datos:
e=25%=0.025
Prevalencia=1.4 % = 0.014

Z=1.96
p=0.014
q=0.986

Para el calculo del tamafio de la muestra se usa la siguiente férmula,

gue se usa para estimacion de una proporcion (Daniel, 2006):

Z> (p.q)
o T S

e 2
n=284.85
n = 85 (redondeamos a 100)
n =100

La muestra estara conformada por 100 caninos.

Se logré la participacién voluntaria de 3 Centros Veterinarios, uno en

Huanuco, otro en Amarilis y otro en Pilcomarca, en dos de ellos se

tomaron muestras de 35 y en el restante fueron 30 perros

respectivamente.

La unidad muestral del presente estudio fue el perro. La muestra estuvo

compuesta por aquellos que cumplieron con los siguientes criterios de

inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

Perros aparentemente sanos 0 que presenten cualquier signo de
enfermedad.

Perros machos y hembras.

Perros entre 2 meses a 15 afios de edad.

Infestados con garrapatas o con antecedentes de haberlas tenido

en el mes previo.
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Criterios de exclusion:
- Perros agresivos que no puedan ser controlados, por el riesgo que
representa para la persona que tome la muestra.
- Duefos de perros que no quieran que sus mascotas participen.
- Perros enfermos que estén en tratamiento por alguna enfermedad.

- Hembras gestantes.

3.4. Nivel y Tipo de estudio
3.4.1. Nivel de estudio
La presente investigacion es de tipo descriptivo y explicativo, de
acuerdo al alcance y andlisis de los resultados, porque estimamos
la prevalencia y describimos los factores asociados a la infeccion

de anaplasma y ehrlichiosis en los caninos de Huanuco.

3.4.2. Tipo de Investigacion
Segun el periodo y secuencia del estudio, es de tipo transversal,
porgue se tomara las muestras en un momento determinado y sin
manipular las variables.
Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos, el estudio fue

prospectivo.

3.5. Disefio de investigacién
El estudio tiene un disefio descriptivo y explicativo, representado en la
grafica siguiente:
> X1
> X2
> X3
> X4
M » X5
» Xos
» X7
» Xs
» Xo
» X 10
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X1=Variablel X 2=Variable2 X 3= Variable 3
X4 =Variable4 X 5=Variable5 X 6 = Variable 6
X7 =Variable7 X 8=Variable8 X 9 = Variable 9
X 10 = Variable 10

3.6. Técnicas e Instrumentos
3.6.1. Técnicas
3.6.1.1. Método de entrevista.- El tesista realiz6 preguntas a los
propietarios sobre sus mascotas, relacionadas a los factores que pueden

estar asociados a las enfermedades en estudio.

3.6.1.2. Técnica de recoleccion de muestras de sangre.- Después de
identificar y anotar los datos de la resefia del animal, antecedentes y
sintomas, y datos del propietario; se procedié a la toma de muestra de

sangre con el consentimiento del mismo.

Con una buena sujecion, se procede a rasurar la zona del miembro
anterior donde se puede visualizar la vena cefalica, luego desinfectamos
el area con alcohol, para extraer la muestra de sangre usando una aguja

de calibre proporcional al tamafio del animal.

Se recolectaron aproximadamente 2 ml de sangre de la vena cefélica

utilizando el sistema vacutainer y tubos con EDTA.



Figura 1. Toma de muestra de sangre

3.6.2. Instrumentos

3.6.2.1. Cuestionario.- Se elaboré un grupo de preguntas cerradas de
acuerdo a las variables de estudio, con el fin de recolectar la informacion
necesaria sobre los factores asociados a las enfermedades en estudio.
A cada duefio se le aplic6 un cuestionario para obtener informacion
sobre su mascota. El cuestionario fue completado por el Médico
Veterinario que estuvo a cargo de tomar las muestras de sangre
(ANEXO 1). Los datos colectados sirvieron para evaluar los siguientes
posibles factores asociados: 1) edad, (<1, 21 y <5, 25 afios); 2) sexo
(macho o hembra); 3) direccién brindada por el duefio); 4) tipo de pelaje
(corto o largo); 5) acceso a la calle (si 0 no); 6) grado de infestacién por
garrapatas en el dltimo mes (si o0 no) y 7) algun sintoma (fiebre,
anorexia, letargo, mucosas palidas, ictericia, otros o ninguno de los
mencionados anteriormente).

a) Validacion y confiabilidad de los instrumentos
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El cuestionario fue validado por 5 expertos con grado de Doctor,

quienes dieron su dictamen y consideran que el instrumento es el

adecuado para cumplir con los objetivos.
3.6.2.2. Prueba de diagnéstico para Anaplasma y Ehrlichia.- para ello
se utilizé una prueba rapida de diagnostico que detecta anticuerpos de
Anaplasma y  Ehrlichia, que consiste en un ensayo
inmunocromatografico doble, en fase soélida, para la deteccion de
anticuerpos de Anaplasma y Ehrlichia en suero, plasma o sangre entera,
especifico para perros (Jiangsu Fusida Biotechnology Co., Ltd). El
tiempo para la lectura es luego de 10 minutos, tiene una sensibilidad y
especificidad del 97 % (Waner et al., 2001).
3.6.2.3. Ficha de registro de hemograma.- Donde se registran los datos
sobre los valores del examen hematoldgico correspondientes a la serie
blanca y la serie roja, con el objetivo de conocer las variaciones en los
parametros hematolégicos en perros enfermos con una u otra

enfermedad, y en coinfecciones (ANEXO 4).

3.7. Procedimiento
3.7.1. Procesamiento de la muestra.- Luego de obtenida la muestra,
con una pequefia porcion se realizé inmediatamente la prueba con el

test rapido.

El Kit de prueba (Jiangsu Fusida Biotechnology Co., Ltd), es un
inmunoensayo cromatografico para la deteccion cualitativa de
Anticuerpos de Anaplasma sp., y Ehrlichia sp., en suero, plasma o
sangre total canina. Tiene las letras “T” y “C” que indican la aparicion de
franjas de prueba y de control respectivamente en la bandeja de prueba.
La franja o linea de control de color rojo purpura es visible o aparece
siempre cuando el test funciona correctamente, y la franja de prueba
purpura aparecera en la bandeja, en cada uno de las pozas de
Anaplasma sp., y Ehrlichia sp., cuando la muestra presenta Anticuerpos

contra Anaplasma sp., y/o Ehrlichia sp. (Kelly et al., 2013)
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3.7.2. Interpretacién de la prueba
En cada uno de los pozos de Anaplasma sp., y Ehrlichia sp., debe
aparecer una franja de color rojo purpura en la parte que corresponde a
la letra “C”, para demostrar que el Test estd funcionando
adecuadamente. Si aparece una franja similar en la parte que
corresponde a la letra “T”, es la franja de prueba.

a) Resultado Negativo

La presencia unica de una franja “C” en el pozo tanto de Anaplasma

sp., Y Ehrlichia sp., indica un resultado negativo.

b) Resultado Positivo

La presencia de dos franjas de color purpura en “C” y “T”, en cada

poza, tanto de Anaplasma sp., y Ehrlichia sp., sin importar cual banda

aparece primero, indica un resultado positivo.

c) Resultado invalido

Si no aparece la franja de color rojo purpura en “C”, en ambas pozas,

después de realizar la prueba, el resultado se considera invalido.

» HH3

» VNV

Figura 2. Test positivo a Ehrlichia
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Figura 3. Test positivo a Anaplasma + Ehrlichia

Figura 4. Test positivo a Anaplasma
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3.7.3. Andlisis Hematologico

La otra parte de la muestra de sangre entera se trasladd a una Clinica
Veterinaria privada para realizar el Hemograma en un equipo de analisis
hematolégico automatizado y calibrado AUTO HEMATOLOGY
ANALYZER KT-6300 VET Genrui® .

El referido equipo expresa resultados sobre Leucocitos y recuento
diferencial, Eritrocitos, Hemoglobina, Hematocrito, VCM, HCM, CHCM, y

Plaquetas.

3.8. Aspectos éticos
En el presente estudio se tom6 en cuenta todos los aspectos que
garanticen el bienestar del animal, principalmente durante la revision
del mismo y en la toma de muestra de sangre.
Por ello se confecciono el cuestionario con una parte final donde el
propietario firma, dando su Consentimiento Informado para la toma de

muestras y datos de sus mascotas.

3.9. Plan de tabulacién
a) Codificacion. - Cada una de las muestras se codifico, para luego de
obtener los resultados, registrarla de acuerdo a las variables a

evaluar.

Los datos recogidos se anotaron en una base de datos, para luego

analizarlas con el programa Excel.

3.10. Analisis de datos

En el andlisis descriptivo se determinan las medidas de tendencia
central y dispersion para las variables cuantitativas segun su
distribucion, asi como las frecuencias para las variables cualitativas.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba del Chi-cuadrado
para buscar asociacion entre anaplasmosis, ehrlichiosis vy
coinfecciones, por la deteccion de anticuerpos frente a Anaplasma
spp y Ehrlichia spp; y se determind la relacion entre las variables de

raza, sexo, antecedente de garrapatas, presencia de signos clinicos
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(ej. Fiebre) y garrapatas al examen clinico, y los animales positivos.
Se considera un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.
e La prevalencia (p) de Anaplasma spp. y Ehrlichia spp en
perros de Huanuco, se estimé mediante la siguiente formula

(Daniel,1996):

n° de muestras positivas

= x 100
P n° de muestras totales

El resultado se expresa en porcentaje.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis descriptivo
De los 100 perros estudiados, 30 residian en el distrito de Pilcomarca, 35
en Amarilis y 35 en Huénuco.
Del total, 64 (64%) fueron de raza mestiza y 36 (36%) de raza definida;
61 fueron machos y 39 hembras; la edad fue de 2 meses hasta los 12
afos, con una mayor cantidad de perros adultos entre 1 a 6 afios (51%);
66 de pelo corto y 34 de pelo largo; 48 vivian netamente en casa, 11
vivian el mayor tiempo en la calle y 41 en forma mixta; 15 propietarios
dijeron que su mascota no tenia garrapatas, mientras 85 dijeron que si

tenian o que en algin momento tuvieron (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion canina de Huanuco en estudio. 2020

FACTORES INDICADORES FRECUENCIA PORCENTAIJE
RAZA Mestizo 64 64 %
Definido 36 36 %
TOTAL 100 100 %
SEXO Macho 61 61%
Hembra 39 39%
TOTAL 100 100 %
PELAJE Corto 66 66 %
Largo 34 34 %
TOTAL 100 100 %
ESTILO DE VIDA Casa 48 48 %
Calle 11 11%
Mixto 41 41 %
TOTAL 100 100 %
PRESENCIA DE GARRAPATAS | Negativo 15 15%
Positivo 85 85 %
TOTAL 100 100 %
DOMICILIO Pilcomarca 30 30%
Huanuco 35 35%
Amarilis 35 35%
TOTAL 100 100 %
EDAD <1 afo 30 30 %
1-6 anos 51 51%
7 — 12 afios 19 19%
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Referente a los signos clinicos, de los 100 perros evaluados 47 tenian

fiebre, mientras que 53 no tenian fiebre; 30 estaban anoréxicos y 70 no

lo estaban; 37 estaban aletargados y 63 no tenian letargo; 42 de ellos

tuvieron mucosas palidas, mientras que 58 tenian las mucosas de color

normal; 6 tuvieron ictericia y 94 no tuvieron; 14 tuvieron hemorragia

mientras 86 no tuvieron; 11 presentaron sintomas neurolégicos y 89 no

lo presentaron; sélo 1 presentd queratitis (Tabla 2).

Tabla 2. Signos Clinicos en 100 perros de Huanuco en estudio. 2020

SIGNOS CLINICOS INDICADOR FRECUENCIA PORCENTAIJE
FIEBRE No 53 53 %
Si 47 47 %
TOTAL 100 100 %
ANOREXIA No 70 70 %
Si 30 30 %
TOTAL 100 100 %
LETARGO No 63 63 %
Si 37 37 %
TOTAL 100 100 %
MUCOSAS PALIDAS No 58 58 %
Si 42 42 %
TOTAL 100 100 %
ICTERICIA No 94 94 %
Si 6 6 %
TOTAL 100 100 %
HEMORRAGIA No 86 86 %
Si 14 14 %
TOTAL 100 100 %
SIGNOS NEUROLOGICOS No 89 89 %
Si 11 11%
TOTAL 100 100 %
QUERATITIS No 99 99 %
Si 1 1%
TOTAL 100 100 %
OTROS No 87 87 %
Si 13 13 %
TOTAL 100 100 %
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Referido al Test Rapido Doble, de los 100 perros estudiados, 85 (85%),
fueron positivos a Ehrlichia, mientras que 61 (61%) fueron positivos a
Anaplasma, 55 (55%) fueron positivos a ambos gérmenes, y 9 (9%)

fueron negativos a ambos gérmenes (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de Prueba Inmunocromatografica en 100 perros. 2020

RESULTADO TEST RAPIDO INDICADOR FRECUENCIA PORCENTAJE
EHRLICHIA Positivo 30 30%
EHRLICHIA + ANAPLASMA Positivo 55 55 %
ANAPLASMA Positivo 6 6 %
NEGATIVO Negativo 9 9 %

Se han realizado estudios en varios paises, que en forma similar a
nuestro estudio, identifican coinfecciones de Ehrlichia + Anaplasma,
concluyendo que ambos agentes tienen alta prevalencia en las regiones
donde se estudio, y que existen factores asociados a la infeccion (Dias
Brandao et al., 2019; Kelly et al., 2013)

Al estimar la asociacion entre los positivos a Ehrlichia y la raza de los
animales, se encontré que, de 64 perros mestizos, 51 (79.7%) fueron
positivos y 13 (20.3%) fueron negativos; mientras que, de 36 perros de
raza definida, 34 (94.4%) fueron positivos y 2 (5.6%) fueron negativos.
La prueba de Chi cuadrado nos confirma que si hay una asociacion

significativa entre Raza definida del perro y la Ehrlichiosis (Tabla 4 y 5).

Tabla 4. Asociacion entre Raza de perros y positivos a Ehrlichia. 2020

Ehrlichia
Negativo Positivo Total
raza mestizo Recuento 13 51 64
% dentro de raza 20,3% 79,7% 100,0%
definido Recuento 2 34 36
% dentro de raza 5,6% 94,4% 100,0%
Total Recuento 15 85 100

% dentro de raza 15,0% 85,0% 100,0%




Tabla 5. Chi Cuadrado
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Significacién
asintética Significacion Significacién
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) exacta (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3,9352 ,047
Correccién de continuidad® 2,863 ,091
Razoén de verosimilitud 4,491 ,034
Prueba exacta de Fisher ,077 ,040
Asociacion lineal por lineal 3,896 ,048
N de casos validos 100
En el caso de Anaplasma y la raza de los animales, se encontré que, de
64 perros mestizos, 39 (60.9%) fueron positivos y 25 (39.1%) fueron
negativos; mientras que, de 36 perros de raza definida, 22 (61.1%)
fueron positivos y 14 (38.9%) fueron negativos. La prueba de Chi
cuadrado nos confirma que no hay una asociacion entre Raza definida
del perro y la Anaplasmosis (Tabla 6 y 7).
Tabla 6. Asociacion entre Raza de perros y positivos a Anaplasma. 2020
Anaplasma
Negativo Positivo Total
raza mestizo Recuento 25 39 64
% dentro de raza 39,1% 60,9% 100,0%
definido Recuento 14 22 36
% dentro de raza 38,9% 61,1% 100,0%
Total Recuento 39 61 100
% dentro de raza 39,0% 61,0% 100,0%
Tabla 7. Chi Cuadrado
Significacién
asintética Significacion Significacién
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) exacta (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,0002 ,986
Correccion de continuidad® ,000 1,000
Razon de verosimilitud ,000 ,986
Prueba exacta de Fisher 1,000 ,579
Asociacion lineal por lineal ,000 ,986
N de casos validos 100
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En relacion a Ehrlichia y el sexo de los animales, se encontré que, de 61
perros machos, 54 (88.5%) fueron positivos y 7 (11.5%) fueron
negativos; mientras que, de 39 perros hembras, 31 (79.5%) fueron
positivos y 8 (20.5%) fueron negativos. La prueba de Chi cuadrado nos

confirma que no hay asociacion entre Sexo del perro y la Ehrlichiosis.

En relacién a Anaplasma y el sexo de los animales, se encontré que, de
61 perros machos, 40 (65.6%) fueron positivos y 21 (34.4%) fueron
negativos; mientras que, de 39 perros hembras, 21 (53.8%) fueron
positivos y 18 (46.2%) fueron negativos. La prueba de Chi cuadrado nos

confirma que no hay asociacion entre Sexo del perro y la Anaplasmosis.

Cuando se analiza los positivos a Ehrlichia y Anaplasma, y la edad de
los perros, se observa que la gran mayoria de los estudiados son adultos
entre 1 a 6 afos (51%); en el caso de los positivos a Ehrlichia, los perros
menores de 1 afio tienen un porcentaje mayor (90%, 27/30), seguido de
los perros entre 7 a 12 afos (89.5%, 17/19) y luego los adultos entre 1 a
6 afos (80.4%, 41/51). En el caso de Anaplasma, de igual manera los
perros menores de 1 afio son la mayoria (73.3%, 22/30), luego los
perros entre 7 a 12 afos (63.2%, 12/19), y finalmente los adultos entre 1
a 6 afos (52.9%, 27/51) (Tabla 8 y 9).

Tabla 8. Asociacién entre Edad de los perros y positivos a Ehrlichia. 2020

Edad Negativos  Positivos Total

Menor de 1 afio 3 27 30
10% 90%

1 -6 afos 10 41 51
19.6% 80.4%

7 al2 afios 2 17 19
10.5% 89.5%

Total 15 85 100
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Tabla 9. Asociacion entre Edad de los perros y positivos a Anaplasma. 2020

Edad Negativos  Positivos Total

Menor de 1 afo 8 22 30
26.7% 73.3%

1-6afos 24 27 51
47.1% 52.9%

7 al2 afios 7 12 19
36.8% 63.2%

Total 39 61 100

En el caso de Ehrlichia y Anaplasma con el tamafio del pelaje del perro,
la prueba de Chi cuadrado nos confirma que no hay asociacion entre

estas variables.

Cuando establecemos los positivos a Ehrlichia segun su estilo de vida,
observamos que el grupo de perros que vive mas tiempo en la calle tiene
el porcentaje mas alto de positividad (90.9%); sin embargo, en los
positivos a Anaplasma los que viven mas tiempo en casa tienen un
porcentaje ligeramente mayor (64.6%). La prueba de chi cuadrado en
ambos casos nos indica que no hay asociacion entre estilo de vida del

perro y Ehrlichiosis o Anaplasmosis.

Al estimar la asociacion entre Ehrlichia y la presencia o ausencia de
garrapatas en los animales, se encontr6 que, de 15 perros sin historia de
garrapatas, 12 (80%) fueron positivos y 3 (20%) fueron negativos;
mientras que, de 85 perros con historia de garrapatas, 73 (85.9%) fueron
positivos y 12 (14.1%) fueron negativos. La prueba de Chi cuadrado nos
confirma que no hay asociacién entre presencia de garrapatas en el

perro y la Ehrlichiosis.

En el caso de la Anaplasmosis y la presencia o ausencia de garrapatas
en los animales, se encontr6 que, de 15 perros sin historia de
garrapatas, 7 (46.7%) fueron positivos y 8 (53.3%) fueron negativos;
mientras que, de 85 perros con historia de garrapatas, 54 (63.5%) fueron
positivos y 31 (36.5%) fueron negativos. La prueba de Chi cuadrado nos
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confirma que no hay asociacién entre presencia de garrapatas en el

perro y la Anaplasmosis (Tablas 8, 9, 10y 11).

Tabla 10. Asociacion entre perros con garrapatas y positivos a Ehrlichia. 2020

Ehrlichia
Negativo Positivo Total
garrapata no Recuento 3 12 15
% dentro de garrapata 20,0% 80,0% 100,0%
Si Recuento 12 73 85
% dentro de garrapata 14,1% 85,9% 100,0%
Total Recuento 15 85 100
% dentro de garrapata 15,0% 85,0% 100,0%
Tabla 11. Chi Cuadrado
Significacién
asintotica Significacion Significacién
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) exacta (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,3462 1 ,556
Correccién de continuidad® ,038 1 ,845
Razon de verosimilitud ,324 1 ,569
Prueba exacta de Fisher ,694 ,398
Asociacion lineal por lineal ,343 1 ,558

N de casos validos 100

Tabla 12. Asociaciéon entre perros con garrapatas y positivos a Anaplasma.

2020
Anaplasma
Negativo Positivo Total
garrapata no Recuento 8 7 15
% dentro de garrapata 53,3% 46,7% 100,0%
Si Recuento 31 54 85
% dentro de garrapata 36,5% 63,5% 100,0%
Total Recuento 39 61 100

% dentro de garrapata 39,0% 61,0% 100,0%
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Tabla 13. Chi Cuadrado

Significacion
asintética Significacién Significacién

Valor df (bilateral) exacta (bilateral)  exacta (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,5242 1 ,217
Correccion de continuidad® ,898 1 ,343
Razén de verosimilitud 1,489 1 222
Prueba exacta de Fisher ,257 171
Asociacion lineal por lineal 1,509 1 ,219

N de casos validos 100

Cuando se analiza la asociacion entre el lugar de domicilio del perro y
Ehrlichia, se encontré que, de 30 perros que residen en Pilcomarca, 28
(93.3%) fueron positivos y 2 (6.7%) fueron negativos; mientras que, de
35 perros con domicilio en Huanuco, 28 (80%) fueron positivos y 7 (20%)
fueron negativos, y de 35 perros con domicilio en Amarilis, 29 (82.9%)
fueron positivos y 6 (17.1%) fueron negativos. Se aprecia claramente
gue los perros que residen en Pilcomarca tienen mayor porcentaje de
positividad a Ehrlichia. Sin embargo, la prueba de Chi cuadrado concluye

gue no hay asociacion entre domicilio del perro y la Ehrlichiosis.

En el caso de Anaplasma y domicilio del perro se encontré que, de 30
perros residentes en Pilcomarca, 23 (76.7%) fueron positivos y 7 (23.3%)
fueron negativos; mientras que, de 35 perros residentes en Huanuco, 20
(57.1%) fueron positivos y 15 (42.9%) fueron negativos, y de 35 perros
residentes en Amarilis, 18 (51.4%) fueron positivos y 17 (48.6%) fueron
negativos. De igual manera como en el caso de Ehrlichia, se observa
gue los perros residentes en el distrito de Pilcomarca tienen mayor
porcentaje de positividad a Anaplasma. La prueba de Chi cuadrado nos
confirma que no hay asociacion entre domicilio del perro y la
Anaplasmosis; sin embargo, estd muy cerca de haber asociacion (Tablas
12, 13, 14y 15).
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Tabla 14. Asociacion entre domicilio del perro y positivos a Ehrlichia. 2020

Erlichia
Negativo Positivo Total
domicilio Pilcomarca Recuento 2 28 30
% dentro de domicilio 6,7% 93,3% 100,0%
Huénuco Recuento 7 28 35
% dentro de domicilio 20,0% 80,0% 100,0%
Amarilis Recuento 6 29 35
% dentro de domicilio 17,1% 82,9% 100,0%
Total Recuento 15 85 100
% dentro de domicilio 15,0% 85,0% 100,0%
Tabla 15. Chi Cuadrado
Significacion
asintotica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2,4462 2 ,294
Razo6n de verosimilitud 2,748 2 ,253
Asociacion lineal por lineal 1,267 1 ,260

N de casos validos 100

Tabla 16. Asociacion entre domicilio del perro y positivos a Anaplasma. 2020

Anaplasma
Negativo Positivo Total

domicilio Pilcomarca Recuento 7 23 30
% dentro de domicilio 23,3% 76,7% 100,0%

Huénuco Recuento 15 20 35

% dentro de domicilio 42,9% 57,1% 100,0%

Amarilis Recuento 17 18 35

% dentro de domicilio 48,6% 51,4% 100,0%

Total Recuento 39 61 100

% dentro de domicilio 39,0% 61,0% 100,0%
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Significacion
asintotica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4,6622 2 ,097
Razoén de verosimilitud 4,858 2 ,088
Asociacion lineal por lineal 4,165 1 ,041
N de casos validos 100

En relacion a Ehrlichia y Anaplasma con los signos clinicos, la prueba de

Chi cuadrado nos confirma que no hay asociacion entre Ehrlichia o

Anaplasma, vy

los signos de fiebre, anorexia,

letargia, ictericia,

hemorragia, signos neurolégicos y queratitis. Sin embargo, el signo

clinico de mucosas palidas si tiene asociacion significativa con Ehrlichia,

pero no con Anaplasma (Tabla 16, 17, 18 y 19).

Tabla 18. Asociacién entre el signo clinico mucosas palidas del perro y

positivos a Ehrlichia. 2020

Ehrlichia
Negativo Positivo Total
mucosa.pal no Recuento 13 45 58
% dentro de mucosa.pal 22,4% 77,6% 100,0%
Si Recuento 2 40 42
% dentro de mucosa.pal 4,8% 95,2% 100,0%
Total Recuento 15 85 100
% dentro de mucosa.pal 15,0% 85,0% 100,0%
Tabla 19. Chi Cuadrado
Significacion
asintética Significacion Significacion
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) exacta (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 5,9532 1 ,015
Correccién de continuidad® 4,649 1 ,031
Razén de verosimilitud 6,737 1 ,009
Prueba exacta de Fisher ,021 ,013
Asociacion lineal por lineal 5,894 1 ,015
N de casos validos 100
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Tabla 20. Asociacion entre el signo clinico mucosas palidas del perro y

positivos a Anaplasma. 2020

Anaplasma
Negativo Positivo Total
mucosa.pal no Recuento 23 35 58
% dentro de mucosa.pal 39, 7% 60,3% 100,0%
Si Recuento 16 26 42
% dentro de mucosa.pal 38,1% 61,9% 100,0%
Total Recuento 39 61 100
% dentro de mucosa.pal 39,0% 61,0% 100,0%
Tabla 21. Chi Cuadrado
Significacién
asintotica Significacion Significacién
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) exacta (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,0252 1 ,875
Correccién de continuidad® ,000 1 1,000
Razon de verosimilitud ,025 1 ,875
Prueba exacta de Fisher 1,000 521
Asociacion lineal por lineal ,025 1 ,875
N de casos vélidos 100

Al realizar el analisis de los valores hematolégicos se puede observar

valores promedios muy bajos en los positivos a Ehrlichia, en especial los

gue corresponden a Plaquetas (106,130); y en segundo lugar los de

Hemoglobina y Hematocrito (7.75 y 28.81 respectivamente) (Tabla 22).

Al confrontarlos con los positivos a Ehrlichia y Anaplasma, se encontrd

asociacion entre los niveles de plaguetas (0.017) y los positivos a

Ehrlichia, ademas muy cerca de haber una asociacién entre los niveles

de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito (0.056, 0.088 y 0.086

respectivamente); con la positividad a Ehrlichia (Tabla 23).
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Tabla 22. Valores hematologicos promedio en perros positivos a Ehrlichia. 2020

Desviacion Media de error
Ehrlichia N Media estandar estandar
leucocito Negativo 15 13,400 4,6550 1,2019
Positivo 85 11,252 7,3815 ,8006
eritrocito Negativo 15 4,8713 1,39972 ,36141
Positivo 85 4,1511 1,31697 ,14285
hemoglobina Negativo 15 9,080 2,8353 , 7321
Positivo 85 7,751 2,7373 ,2969
hematocrito Negativo 15 33,613 10,9679 2,8319
Positivo 85 28,813 9,6787 1,0498
VCM Negativo 15 70,353 3,9014 1,0073
Positivo 85 68,476 4,3966 L4769
HCM Negativo 15 18,540 1,2844 ,3316
Positivo 85 18,689 3,56245 ,3823
CHCM Negativo 15 26,340 1,1587 ,2992
Positivo 85 27,019 2,8699 , 3113
plaquetas Negativo 15 177,93 113,113 29,206
Positivo 85 106,13 103,961 11,276

Tabla 23. Prueba T para igualdad de medias

Prueba de Levene de

igualdad de varianzas

prueba t para la igualdad de medias

F Sig. t gl Sig. (bilateral)

leucocito Varianzas iguales ,576 ,450 1,087 98 ,280
No varianzas iguales 1,488 28,254 ,148

eritrocito Varianzas iguales 227 ,635 1,935 98 ,056
No varianzas iguales 1,853 18,640 ,080

hemoglobina Varianzas iguales ,000 ,991 1,725 98 ,088
No varianzas iguales 1,683 18,899 , 109

hematocrito Varianzas iguales 171 ,680 1,736 98 ,086
No varianzas iguales 1,589 18,055 ,129

VCM Varianzas iguales ,120 , 730 1,548 98 ,125
No varianzas iguales 1,684 20,804 ,107

HCM Varianzas iguales 1,095 ,298 -,162 98 ,872
No varianzas iguales -,295 58,663 , 769

CHCM Varianzas iguales 1,892 172 -,900 98 ,370
No varianzas iguales -1,572 50,798 122

plaquetas Varianzas iguales 1,143 ,288 2,434 98 ,017
No varianzas iguales 2,294 18,417 ,034
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Luego de analizar las relaciones entre los factores epidemioldgicos y los
valores hematoldgicos, con los positivos a ambos gérmenes Ehrlichia y
Anaplasma (Coinfeccion o Infeccidbn mixta), resultd que mediante la
prueba de ANOVA hay igualdad de varianzas en las variables de valores
hematoldgicos; a excepcidén de valores muy cercanos a una diferencia
estadistica entre las medias en el caso de eritrocitos y plaquetas (0.07) y

(0.09) respectivamente (Tabla 24).

Tabla 24. Andlisis de varianza de los valores hematoldgicos en perros con

infeccién doble Ehrlichia + Anaplasma

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
leucocito Entre grupos 66,408 3 22,136 ,436 , 728
Dentro de grupos 4872,685 96 50,757
Total 4939,092 99
eritrocito Entre grupos 12,584 3 4,195 2,409 ,072
Dentro de grupos 167,150 96 1,741
Total 179,734 99
hemoglobina Entre grupos 34,736 3 11,579 1,523 ,213
Dentro de grupos 729,734 96 7,601
Total 764,470 99
hematocrito Entre grupos 451,105 3 150,368 1,536 ,210
Dentro de grupos 9395,716 96 97,872
Total 9846,821 99
VCM Entre grupos 96,710 3 32,237 1,734 ,165
Dentro de grupos 1785,013 96 18,594
Total 1881,724 99
HCM Entre grupos 19,899 3 6,633 ,608 ,611
Dentro de grupos 1046,942 96 10,906
Total 1066,841 99
CHCM Entre grupos 12,806 3 4,269 ,582 ,628
Dentro de grupos 703,715 96 7,330
Total 716,521 99
plaquetas Entre grupos 75131,464 3 25043,821 2,231 ,090
Dentro de grupos 1077597,536 96 11224,974
Total 1152729,000 99
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4.2. Analisis inferencial
De los 100 perros estudiados, la mayor prevalencia fue de Ehrlichiosis
(85%); sin embargo, se demostro la presencia de coinfeccion o infeccion

mixta con Ehrlichia + Anaplasma, en el 55% de los perros.

Los perros de raza definida o también llamados perros de raza, estan
asociados a la infeccién por Ehrlichia, el 94.4% de ellos estuvo infectado

por Ehrlichia. Sin embargo, esto no sucede en el caso de Anaplasma.

Asimismo, el sexo, el tamafio del pelaje, la presencia de garrapatas y el
estilo de vida, no son factores asociados a la infeccion por Ehrlichia y
Anaplasma. Sin embargo, en relacion a la edad, nuestros resultados
indican mayor prevalencia en perros menores de 1 afio (73.3%), valores
gue son diferentes a otros estudios que encuentran mayor prevalencia
de Anaplasma en perros mayores de 2 afos (63.3%); y son similares a
otros estudios que encuentran una prevalencia de 100% en perros
menores de 2 afios. También son diferentes en relacion al estilo de vida,
ya que otros reportan una alta prevalencia en perros que viven fuera de
la casa en forma libre, y aquellos infestados con garrapatas ( Delgado y
Montoya, 2018; Ortiz, 2012; Movilla et al., 2016)

El hecho que el domicilio del perro sea en Huanuco, Amarilis o
Pilcomarca, no es un factor asociado a la infeccion por Ehrlichia y
Anaplasma. Sin embargo, esta muy cerca de serlo en el caso de
domiciliar en Pilcomarca y la infeccion por Anaplasma. Esto se puede
explicar porque mientras Ehrlichia es un patdégeno que puede estar mas
prevalente en muchos lugares geograficos y ambientales, Anaplasma
debe encontrar condiciones adecuadas como la que probablemente hay

en la localidad de Pilcomarca.

El signo clinico de mucosas palidas esta asociado con la infeccién por
Ehrlichia, pero no con Anaplasma. Asimismo, los signos clinicos de
fiebre, anorexia, letargia, ictericia, hemorragia, signos neurologicos y

queratitis; no se asocian a Ehrlichia y Anaplasma. Este resultado es
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diferente a otros reportes que encuentran una alta frecuencia de signos
clinicos como inapetencia, letargia y pérdida de peso, ademas de
trombocitopenia y anemia, asociacién estadisticamente significativa con

los positivos a ambos gérmenes (Ybafiez et al., 2018)

El valor hematoldgico asociado con Ehrlichiosis es el namero de
plaquetas, que en esta enfermedad esta disminuido. Los valores
referenciales de plaguetas en perros son entre 150,000 — 500,000 x pl
(Bossa-Miranda et al., 2012), con una media de 300,000. En nuestro
estudio el promedio esta en 106,130, con valores tan bajos como de
8,000 (Gonzalez et al., 2013; Harrus et al., 1996).

La trombocitopenia es una alteraciéon del nimero de plaquetas que se
presentd en nuestro estudio, similar a muchos reportes que indican una
marcada trombocitopenia al inicio de la infeccidon, y luego aumenta
gradualmente durante aproximadamente 3 meses, persistiendo en casos

de coinfecciones (Gaunt et al., 2010).

Asimismo, el numero promedio de eritrocitos fue 4’151,000 x L, de
hemoglobina 7.75 g x dl, y de hematocrito 28.81 %. Sus valores
referenciales son: 5°000,000 — 8'000,000 x L, 12 -18 gxdl,y 37 — 55 %
respectivamente; lo que se interpreta como Anemia (Hoyos et al., 2007;

Paniagua y Guzman, 2010; Romero et al., 2011).

4.3. Discusion de resultados
Se detect6 Anaplasma y Ehrlichia en perros con signos clinicos
sospechosos de enfermedad, de los distritos de Huanuco, Amarilis y
Pilcomarca. Es un hallazgo importante porque es la primera vez que se
detecta Anaplasma en Huanuco, y también la coinfeccién de Anaplasma
+ Ehrlichia. Es preciso anotar que ya se ha detectado y reportado la
presencia de Ehrlichia en Huanuco (Huerto y Damaso, 2015; Tasayco et
al.,, 2017), y existian indicios de la presencia de Anaplasma; sin
embargo, no se han reportado estudios similares que reporten a este

ultimo.
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En general, ha sido sugerido que la coinfeccibon de dos o mas
enfermedades trasmitidas por vectores, tal como se muestra en este
estudio, podrian conducir a efectos inmunolégicos mas complejos,
dificultando aun mas el diagnéstico de estas asociaciones, y posterior

tratamiento (McCown et al., 2015)

Por otro lado, el 94.4% de los perros de raza definida o también
llamados “perros de raza” incluidos en el estudio, fueron positivos a
Ehrlichia, asociacion corroborada con la prueba de Chi cuadrado. Este
resultado es similar a lo demostrado en varios estudios que indican que
los perros de raza son mas susceptibles a la infeccion. Lo mismo no
sucede con Anaplasma, tampoco en los casos de coinfeccion
Anaplasma + Ehrlichia, donde no se logré demostrar asociacion con la

raza de los perros (Ybafiez et al., 2018).

Asimismo, el sexo, el tamafio del pelaje, la presencia de garrapatas y el
estilo de vida, no son factores asociados a la infeccién por Ehrlichia y
Anaplasma. Estos resultados son respaldados por una amplia
bibliografia que indican la presencia de estas enfermedades en perros
con distintas caracteristicas; sin embargo, también se reporta una
relacion entre estas enfermedades y la exposicion a las garrapatas, asi
como también con la condicidon de vivir en la calle en el caso de los

perros sin duefio (Scorpio et al., 2008).

Estadisticamente se demostro que el lugar de domicilio del perro, sea en
Huanuco, Amarilis o Pilcomarca, no es un factor asociado a la infeccion
por Ehrlichia y Anaplasma. Sin embargo, a un p < 0.05, estd muy cerca
de ello la asociaciéon de domiciliar en Pilcomarca y la infeccion por
Anaplasma. Hay estudios que se refieren a la identificacion de
Anaplasma y otros patégenos, en lugares geogréficos determinados en
muchas partes del mundo, y que resultan en algunos casos con mayor

prevalencia que Ehrlichia (Yuasa et al., 2017).
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Los signos clinicos de fiebre, anorexia, letargia, ictericia, hemorragia,
signos neuroldgicos y queratitis; no se asocian a Ehrlichia y Anaplasma,
tampoco con la coinfeccidn. Estos resultados son similares a lo descrito
en la bibliografia, indicando que los signos clinicos son muy variados en
estas enfermedades (Harrus y Waner, 2011); sin embargo, el signo
clinico de mucosas palidas si esta asociado con la infeccion por
Ehrlichia, pero no con Anaplasma. Este resultado se explica por la
disminucién de los valores hematolégicos en los perros con estas
enfermedades, principalmente eritrocitos, hemoglobina y hematocrito;
asimismo, se reporta la importancia de signos clinicos que estan

asociados a las enfermedades (René-Martellet et al., 2015).

Si bien es cierto que los valores hematoldgicos estan disminuidos en
una gran cantidad de perros enfermos, al aplicar la prueba estadistica,
no resultd en asociacion con las enfermedades. El Gnico valor
hematoldgico demostrado estadisticamente, que estd asociado a
Ehrlichia, es el numero de plaquetas, mencionado en muchos reportes
gue esta disminuido en esta enfermedad (Gonzalez et al., 2013; Bulla et
al., 2004; Harrus et al., 1997).

Aporte de la investigacion

La coinfeccién de Ehrlichia y Anaplasma encontrada en el presente
estudio se puede deber a que la garrapata R. sanguineus es el principal
vector de estos agentes, y en esta garrapata también se ha descrito la
presencia de ambos patdgenos (Gonzalez et al., 2019).

Este estudio enfatiza la importancia del monitoreo de las enfermedades
trasmitidas por vectores, con el proposito de determinar la
seroprevalencia de estas enfermedades, el desarrollo y evaluacion de
riesgos, asi como la implementacion de una medicina preventiva y otros
medios de control. Los resultados demuestran la inmensa necesidad de
monitorear continuamente los lugares donde existan animales expuestos

a estas enfermedades (Duncan et al., 2004; Alho et al., 2017).
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Este estudio amplia la informacién sobre la distribucion de los patdgenos
trasmitidos por vectores, en perros que viven en los distritos de

Huéanuco, Amarilis y Pilcomarca
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CONCLUSIONES

La prevalencia de Anaplasma fue de 61%, de Ehrlichia 85%, vy
Anaplasma + Ehrlichia 55%, en 100 perros de Huanuco, Amarilis y

Pilcomarca.

El factor raza del perro estd asociado a infeccién por Ehrlichia, siendo

los perros de razas definidas los mas susceptibles.

El sexo, el tamafio del pelaje, la presencia de garrapatas, el estilo de
vida, y el domicilio del perro, sea en Huanuco, Amarilis o Pilcomarca, no
son factores asociados a la infeccion por Ehrlichia y Anaplasma. Sin
embargo, la prueba estadistica nos indica un valor muy cercano el hecho

de domiciliar en Pilcomarca, asociado a la infeccién por Anaplasma.

El signo clinico de mucosas palidas estd asociado con la infeccién por

Ehrlichia, pero no con Anaplasma.

Los signos clinicos de fiebre, anorexia, letargia, ictericia, hemorragia,
signos neuroldgicos y queratitis; no se asocian a Ehrlichia y Anaplasma.

Los valores hematologicos en los perros estudiados y positivos a
Ehrlichia, son en promedio: Leucocitos 11,252, Eritrocitos 4'151,100,
Hemoglobina 7.75, Hematocrito 28.8, Plaguetas 106,130.

El valor hematol6gico demostrado estadisticamente, que esta asociado a
Ehrlichia, es el nUmero de plaquetas, que estd disminuido en estas

enfermedades.
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RECOMENDACIONES

Los resultados del presente estudio nos confirman la presencia de
patdégenos trasmitidos por vectores que infectan a los perros en Huanuco, y
gue son de gran significancia para la salud humana, como es el caso de
Anaplasma spp y Ehrlichia spp. Por esta razén, se recomienda a los Médicos
veterinarios dedicados a Clinica de animales de Compafia, proporcionar
esta informacion importante a los propietarios, para que puedan reducir el
riesgo de infeccidn por patégenos zoondticos trasmitidos por vectores, en

sus mascotas y en ellos mismos.

Asimismo, se recomienda a las autoridades sanitarias, agricolas vy
municipales, el control del uso indiscriminado de agroquimicos y plaguicidas;
porque pueden causar un impacto significativo en la dispersion de los
artrépodos vectores, y en la incidencia de enfermedades caninas trasmitidas

por vectores.

Se recomienda mayores estudios sobre la ecologia de los artrépodos
involucrados en la trasmision de patdégenos a los perros, para reducir la

carga de enfermedades caninas trasmitidas por vectores.
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ANEXO 1
Matriz de consistencia

PREVALENCIA DE Anaplasma spp Y Ehrlichia spp EN CANINOS DE HUANUCO, HALLAZGOS HEMATOLOGICOS Y FACTORES ASOCIADOS

Problema Objetivos Variables Operacionalizacién de Variables
Indicador Instrumento | Escala Fuente

Cual es la prevalencia, Conocer la prevalencia, | Diagnodstico de Presencia o Test doble, Nominal, Suero,
écudles son los valores los valores Anaplasma, ausencia de Ab, Analizador ordinaly de | sangre
hematoldgicos y los hematoldgicos y los Ehrlichia, valores valores Hematoldgico | razén enteray
factores asociados ala factores asociados ala hematoldgicos y hematoldgicos y y cuestionario
infeccién por Anaplasma | infeccién por factores asociados | factores cuestionario
y Ehrlichia en perros de Anaplasmay Ehrlichia en perros de asociados
Huanuco? en perros de Huanuco Huanuco
¢Cual es la prevalencia de | Determinar la Anticuerpos de Hallazgo de Ab Test rapido Nominal Suero
Anaplasma en perros de prevalencia de Anaplasma
Huanuco? Anaplasma en perros de

Huanuco
Cudl es la prevalencia de Determinar la Anticuerpos de Hallazgo de Ab Test rapido Nominal Suero
Ehrlichia en perros con prevalencia de Ehrlichia | Ehrlichia
garrapatas en Huanuco ? | en perros de Huanuco
¢Cual es la prevalencia de | Determinar la Anticuerpos de Hallazgo de Ab Test doble Nominal Suero
coinfecciones con prevalencia de Anaplasma +
Anaplasmay Ehrlichia en | coinfeccién con Ehrlichia
perros de Huanuco? Anaplasma y Ehrlichia

en perros de Huanuco
¢Cudles son los valores Estimar los valores Valores Valores de Analizador De razon Sangre
hematoldgicos en perros | hematoldgicos en hematoldgicos en leucocitos, Hematoldgico entera
positivos a Anaplasmay perros positivos a perros eritrocitos y
Ehrlichia en Hudnuco? Anaplasma y Ehrlichia plaguetas

en Hudnuco
éCuales son los factores Identificar los factores Factores asociados | Edad, raza, sexo, Cuestionario | Nominal y Propietario
asociados a infeccién por | asociados a infeccién a infeccion por presencia de Ordinal
Anaplasmay Ehrlichiaen | por Anaplasmay Anaplasmay garrapatas, estilo
perros de Hudnuco? Ehrlichia en perros de Ehrlichia en perros | de vida, signos

Huanuco de Hudnuco clinicos
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ANEXO 2
Consentimiento informado

PREVALENCIA DE Anaplasma spp Y Ehrlichia spp EN CANINOS DE
HUANUCO, HALLAZGOS HEMATOLOGICOS Y FACTORES ASOCIADOS

Estimado propietario, el presente cuestionario permitira conocer las
caracteristicas de los caninos enfermos con Ehrlichia y/o Anaplasma en
Huanuco, e identificar la asociaciéon con la posibilidad de infectarse y
desarrollar la enfermedad. Es importante contar con la informacion mas
honesta y transparente para lograr el objetivo de identificar y caracterizar
estas enfermedades; y su potencial trasmision al ser humano, que nos
permitan estar mejor preparados para enfrentar las Zoonosis, bajo el
concepto de “Una Salud”.

Aviso de confiabilidad

Los datos recabados mediante el presente cuestionario seran utilizados con
la finalidad de identificar caninos infectados con Ehrlichia y/o Anaplasma;
establecer asociacion con sus caracteristicas individuales, si algunas de
esas caracteristicas pueden ser factores de riesgo para que enfermen, y
generar las recomendaciones pertinentes. El presente instrumento es
confidencial, y completarlo tardara en promedio 10 minutos.

Firma del Participante:

Firma del investigador:

Huénuco, Peru
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ANEXO 3

Cuestionario epidemiolégico
NO

. Nombre del paciente:

. Edad:

. Raza. -

Mestiza Bulldog Rottweiller Shih Tz

Pekinés Schnauzer Pastor Aleman
Doberman Boxer Siberian Husky

Perro sin Pelo Cocker Spaniel Labrador

Beagle Pug Bull Terrier Sharpei Poodle

Otra
. Sexo:
Macho Hembra

. Direccion o lugar de procedencia:

. Longitud del pelaje
Corto Largo

. Su mascota vive

Solo dentro de casa Tiene acceso libre a la calle

Estilo de vida mixta
. Le ha encontrado alguna garrapata a su perro en el altimo mes
Si No

. Su mascota presenta alguno de estos sintomas en la Ultima semana:

Fiebre Anorexia Letargo
Mucosas palidas Ictericia Hemorragia
Otros

Ninguno de los mencionados anteriormente

Nombre del duefio

Firma de consentimiento

Médico Veterinario responsable
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Ficha de Andlisis Hematolégico

NO

miles / mm?3

Eritrocitos

millones / mm?3

Hemoglobina g/dl
Hematocrito %

VCM fl

HCM pg

CHCM g/d
Plaguetas miles / mm3
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Ficha de Test Inmunocromatogréafico Doble

NO

DATOS DEL CANINO

MUESTRA

Tipodemuestra ...,

RESULTADO DEL TEST DOBLE ANAPLASMA / EHRLICHIA Ab
Interpretacion.-
Anaplasma Positivo () Negativo ( )

Ehrlichia Positivo () Negativo ( )
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ANEXO 4
EVALUACION DE EXPERTOS

Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar en el proceso de evaluacion
de un instrumento (cuestionario) para investigacion en propietarios de mascotas. Se
le alcanza el instrumento para su evaluacion y el presente formato que servird para
que usted pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de

investigacion.

A continuacion sirvase identificar el item o pregunta y conteste marcando con un
aspa en la casilla que usted considere conveniente y ademas puede hacernos llegar

alguna otra apreciacion en la columna de observaciones.

. . Validez del . L. Claridad en la
Validez del contenido Validez de criterio .,
constructo redacién
. , El item contribuye a El item permite
Item | El item corresponde a alguna - " .
) ., ) medir el indicador clasificar a los sujetos en
dimension de la variable. , .
planteado. las categorias establecida.
Si No Si No Si No Si No
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
8 X X X X
9 X X X X
10 X X X X
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Aspectos generales

Si No
El instrumento contiene instrucciones claras y precisas. X
Los items permiten el logro del objetivo de la X
investigacion.
Los items estan distribuidos en forma logica y secuencial. X
El nimero de items es suficiente para recoger la X

informacion.

Aplicabilidad

a) Eficiente

b) Baja

c) Regular

d) Buena

e) Muy buena
Datos del evaluardor:

Nombre y Apellidos: Pio Trujillo Atapoma
Direccion: Matibamba - Amarilis
Titulo profesional: Licenciado en Educacion

Grado académico: Doctor en Ciencias de la Educacion

At

Dr. Pio Trujillo Atapoma
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EVALUACION DE EXPERTOS

Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar en el proceso de evaluacion
de un instrumento (cuestionario) para investigacion en propietarios de mascotas. Se
le alcanza el instrumento para su evaluacion y el presente formato que servird para
que usted pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de

investigacion.

A continuacion sirvase identificar el item o pregunta y conteste marcando con un
aspa en la casilla que usted considere conveniente y ademas puede hacernos llegar
alguna otra apreciacion en la columna de observaciones.

Validez del contenido Validez del Validez de criterio Clarldad.(’en la
constructo redacion
. fl it d | El item contribuye a El item permite
Item R ! em.cl:orrespon ? a alguna | edir el indicador | clasificar a los sujetos en
dimension de la variable. ., .
planteado. las categorias establecida.
Si No Si No Si No Si No
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
8 X X X X
9 X X X X
10 X X X X
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Aspectos generales

No

El instrumento contiene instrucciones claras y precisas.

Los items permiten el logro del objetivo de la
investigacion.

Los items estan distribuidos en forma logica y secuencial.

ElI ndmero de items es suficiente para recoger la
informacion.

XX X|X|2

Aplicabilidad
a) Eficiente
b) Baja
c) Regular
d) Buena
e) Muy buena

Datos del evaluardor:

Nombre y Apellidos: ERNESTINA ARIZA AVILA
Direccion: Jr. Abtao 280

Titulo profesional: MEDICO VETERINARIO
Grado académico: Dr. MEDICINA VETERINARIA
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EVALUACION DE EXPERTOS

Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar en el proceso de evaluacion
de un instrumento (cuestionario) para investigacion en propietarios de mascotas. Se
le alcanza el instrumento para su evaluacion y el presente formato que servird para
que usted pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de
investigacion.

A continuacion sirvase identificar el item o pregunta y conteste marcando con un
aspa en la casilla que usted considere conveniente y ademas puede hacernos llegar
alguna otra apreciacion en la columna de observaciones.

Validez del contenido Xg;ﬁ%ggl Validez de criterio Clarre'éj:g:: la
ftem El item porres_ponde alEl item co_ntribuyea _EI item perm_ite
alguna dimensién de la| medir el indicador | clasificar alos sujetos en
variable. planteado. las categorias establecida.
Si No Si No Si No Si No
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
8 X X X X
9 X X X X
10 X X X X
Aspectos generales
Si No
El instrumento contiene instrucciones claras y precisas. X
Los items permiten el logro del objetivo de la X
investigacion.
Los items estan distribuidos en forma logica y secuencial. X
ElI ndmero de items es suficiente para recoger la X
informacion.
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Aplicabilidad
a) Eficiente
b) Baja
c) Regular
d) Buena
e) Muy buena

Datos del evaluardor:

Nombre y Apellidos: Lester Froilan Salinas Ordofiez

Direccion: Jr. Abtao N° 1801

Titulo profesional: Lic. en Educacion: Especialidad Historia y Geografia
Grado académico: Doctor en Administracion de la Educaciéon

Dr. Lester Froilé}n §ialinas Ordofiez



98

EVALUACION DE EXPERTOS

Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar en el proceso de evaluacion
de un instrumento (cuestionario) para investigacion en propietarios de mascotas. Se
le alcanza el instrumento para su evaluacion y el presente formato que servird para
que usted pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de

investigacion.

A continuacion sirvase identificar el item o pregunta y conteste marcando con un
aspa en la casilla que usted considere conveniente y ademas puede hacernos llegar

alguna otra apreciacion en la columna de observaciones.

Validez del contenido Validez del Validez de criterio Claridad.(’en la
constructo redacion
ftem | El ftem corresponde a alguna El |’ter.n co.ntri.buye a . FI item perm'ite
dimensién de la variable. medir el indicador | clasificar allos sujetos'en
planteado. las categorias establecida.
Si No Si No Si No Si No

1 X X X X

2 X X X X

3 X X X X

4 X X X X

5 X X X X

6 X X X X

7 X X X X

8 X X X X

9 X X X X

10
Aspectos generales

Si No

El instrumento contiene instrucciones claras y precisas. X
Los items permiten el logro del objetivo de la X
investigacion.
Los items estan distribuidos en forma logica y secuencial. X
ElI ndmero de items es suficiente para recoger la X
informacion.

Aplicabilidad
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a) Deficiente
b) Baja

c) Regular
d) Buena

e) Muy buena

Datos del evaluardor:

Nombre y Apellidos: MIGUEL ANGEL CHUQUIYAURI TALENAS
Direccion: Jr. JIRISHANCA 428 SAN LUIS 1- AMARILIS

Titulo profesional: MEDICO VETERINARIO

Grado académico: DOCTOR EN MEDICINA VETERINARIA
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EVALUACION DE EXPERTOS

Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar en el proceso de evaluacion
de un instrumento (cuestionario) para investigacion en propietarios de mascotas. Se
le alcanza el instrumento para su evaluacion y el presente formato que servira para
que usted pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de

investigacion.

A continuacion sirvase identificar el item o pregunta y conteste marcando con un
aspa en la casilla que usted considere conveniente y ademas puede hacernos llegar
alguna otra apreciacion en la columna de observaciones.

Validez del contenido Validez del Validez de criterio Claridad.(’en la
constructo redacion
ftem | El ftem corresponde a alguna El |’ter.n co.ntri.buye a . FI item perm'ite
dimensién de la variable. medir el indicador | clasificar allos sujetos.en
planteado. las categorias establecida.
Si No Si No Si No Si No

1 X X X X

2 X X X X

3 X X X X

4 X X X X

5 X X X X

6 X X X X

7 X X X X

8 X X X X

9 X X X X

10
Aspectos generales

Si No

El instrumento contiene instrucciones claras y precisas. X
Los items permiten el logro del objetivo de la X
investigacion.
Los items estan distribuidos en forma logica y secuencial. X
ElI ndmero de items es suficiente para recoger la X
informacion.
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Aplicabilidad
a) Eficiente
b) Baja
c) Regular
d) Buena (X)
e) Muy buena

Datos del evaluardor:

Nombre y Apellidos: J. MARCO VASQUEZ AMPUERO

Direccion: Urbanizacion Santa Maria del Huallaga Mz. F. Lot. 8 Amarilis-Hco.
Titulo profesional: Médico Veterinario y Zootecnista

Grado académico: Doctor en Medicina Veterinaria

/
/

(LT

Dr. J. Marco Vasquez Ampuero
EVALUADOR

Huénuco, Abril de 2021
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NOTA BIOGRAFICA

Walter Richard Tasayco Alcantara, natural de la ciudad de Chincha - Ica,
nacié el 16 de febrero del afio 1958. Sus padres, Don Pedro Hander

Tasayco Arteaga y Doiia Lilly Leopoldina Alcantara Acevedo.

Sus estudios los realizé en el Colegio Nacional de Nivel Primario del distrito
de Marcona - Ica, los estudios secundarios en la Gran Unidad Escolar José
Pardo y Barreda de Chincha — Ica. Es Médico Veterinario, egresado en 1981
de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, con 40 afios de

trayectoria profesional.

Es Magister en Salud Animal por la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, docente nombrado desde 1990 en la Universidad Nacional “Hermilio
Valdizan” de la ciudad de Huanuco, donde viene laborando hasta la

actualidad como docente Principal.

Fue elegido Decano en el periodo 2011 — 2014 de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, alcanzando logros importantes como la gestion del
Titulo de Propiedad del terreno de la Facultad en Cayhuayna Alta, y la
ejecucion del Cerco Perimétrico del terreno de 20 hectéareas.

Fue elegido Decano del Colegio Médico Veterinario Departamental Huanuco,
en el periodo 2016 — 2018, realizando con éxito el Congreso Nacional de
Ciencias Veterinarias en nuestra querida ciudad de Huanuco, con la

participacion de ponentes y asistentes del pais y el extranjero.

Siendo su vocacion el servicio a la comunidad, ha ejercido la docencia con
mucha dedicacion y responsabilidad para formar profesionales competentes
y con calidad humana, asi como en el ambito privado la atencibn médica

experimentada a las mascotas para el bienestar humano.
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UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN
LICENCIADA CON RESOLUCION DLL CONSEJO DIRECTIVO N 099-2019-SUNEDU/CD
Wudnuco — Povi
ESCUELA DE POSGRADO

Campus Universitario, Pabellon V A" 2do. Piso - Cayhuayna
Teléfono 514780 -Pag. Web. www.posarado.unheval.edu.pe

ACTA DE DEFENSA DE TESIS DE DOCTOR

En la Plataforma Microsoft Teams de la Escuela de Posgrado; siendo las 19:00h, del dia martes 20
DE ABRIL DE 2021; el aspirante al Grado de Doctor en Medicina Veterinaria, Don Walter
Richard TASAYCO ALCANTARA, procedio al acto de Defensa de su Tesis titulado:
“PREVALENCIA DE Anaplasma spp Y Ehrlichia spp EN CANINOS DE HUANUCO,
HALLAZGOS HEMATOLOGICOS Y FACTORES ASOCIADOS”, ante los miembros del Jurado de
Tesis senores:

Dr. Amancio Ricardo ROJAS COTRINA Presidente
Dr. Juan Marco VASQUEZ AMPUERO Secretario
Dra. Ernestina ARIZA AVILA Vocal
Dr. Lester Froilan SALINAS ORDONEZ Vocal
Dr. Miguel Angel CHUQUIYAURI TALENAS Vocal

Asesor de tesis: Dr. Pio TRUJILLO ATAPOMA (Resoluciéon N° 0949-2020-UNHEVAL/EPG-D)

Respondiendo las preguntas formuladas por los miembros del Jurado y publico asistente.

Concluido el acto de defensa, cada miembro del Jurado procedié a la evaluacion del aspirante a
Doctor, teniendo presente los criterios siguientes:

a) Presentacion personal.

b) Exposicién: el problema a resolver, hipotesis, objetivos, resultados, conclusiones, los aportes,
contribucion a la ciencia y solucion a un problema social y recomendaciones.

c) Grado de conviccién y sustento bibliografico utilizados para las respuestas a las interrogantes
del Jurado y publico asistente.

d) Diccion y dominio de escenario.

Asi mismo, el Jurado planteo a la tesis las observaciones siguientes:

[
Obteniendo en consecuencia el Doctorando la Nota dejmliupuli (18
Equivalente a ........ ’, ....... E R , por lo que se declara . LA 200
: (Aprobado o desaprobado]

Los miexqbros del Jurado firman la presente ACTA en sefal de conformidad, en Huanuco siendo
las.. 24« 24 horas del 20 de abril de 2021. /

\_\_ /

:___r_:___ f:m
PR smENF ,‘sranTARlo )

DNIN®... t?kzgc,‘arg 2 DNIN®....dgo o 2
=S | /é_-::-
VOCAL , \ MOCAL_
DNIN®... ¢ 24, ?J‘f 2 DNIN®. |t b b DNINe.. ./ < 252 ¢76)

Leyenda:

19 a 20: Excelente
17 a 18: Muy Bueno

14 a 16: Bueno
(Resolucidn N° 0728-2021-UNHEVAL/EPG-(})

Av. Universitaria 601-607- Ciudad Universitaria — Pabellon V Block “A” 2do. piso
Teléf. 514760
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AUTORIZACION PARA PUBLICACION DE TESIS ELECTRONICAS DE POSGRADO

1. IDENTIFICACION PERSONAL (especificar los datos del autor de la tesis)

Apeliidos y Nombres: T[‘LSA\/ CO A LCAI\) TARA , WALTER RICHARD
oni: 22514311 Correo electrénico: _ ¥ £a5@y¢0 @ unhev {. edv. pe
Telefonos Casa Celular (76 2 0140SS Oficina

2. IDENTIFICACION DE LA TESIS

Posgrado

Doctorado: DOCToRADD EN MEDICINA VETER(NARIA

Grado Académico obtenido:

DocToR

Titulo de la tesis: .
PreVaLsvciA DE Anaplasma spp. N Ehrlichia spp- EN CANINOS DE

HUANUCD | HALLAZGpS HEMATOLOGICOS Y FACTO RES ASOCIADOS "

Tipo de acceso que autoriza el autor:

Marcar Categoria de Acceso Descripcion de
‘X' Acceso
! Es publico y accesible el documento a texto completo por cualquier tipo de
b PUBLICO usuario que consulta el repositorio.
RESTRINGIDO Solo permite el acceso al registro del metadato con informacion basica, mas
no al texto completo.

Al elegir la opcion “Publico” a través de la presente autorizo de manera gratuita al Repositorio Institucional - UNHEVAL,
a publicar la version electrénica de esta tesis en el Portal Web repositorio.unheval.edu.pe, por un plazo indefinido.
consintiendo que dicha autorizacion cualquiera tercero podra acceder a dichas paginas de manera gratuita, pudiendo
revisarla, imprimirla © grabaria, siempre y cuando se respete la autoria y sea citada correctamente.

En caso haya marcado la opcion "Restringido”. por favor detallar las razones por las que se eligio este tipo de
acceso:

Asimismo, pedimos indicar el periodo de tiempo en que la tesis tendria el tipo de acceso restringido:

( )1ano ( )2 anos ( )3 afos ( )4anos

Luego del periodo sefalado por usted(es), automaticamente la tesis pasara a ser de acceso publico.

Fecha de firma: 05//0 /"?0'2-/

4

Firma del autor
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UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN 'escmunmu

ESCUELA DE POSGRADO

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD

El que suscribe:

Dr. Amancio Ricardo Rojas Cotrina

HACE CONSTAR:

Que, la tesis, titulada: PREVALENCIA DE Anaplasma spp Y Ehrlichia
spp EN CANINOS DE HUANUCO HALLAZGOS HEMATOLOGICOS Y
FACTORES ASOCIADOS, realizado por el Doctor en Medlczna Veterinaria
Walter Richard TASAYCO ALCANTARA, cuenta con un indice de
similitud del 18%, verificable en el Reporte de Originalidad del software
Turnitin. | Luego del andlisis se concluye que cada una de las
coincidencias detectadas no constituyen plagio; por lo expuesto, la Tesis
cumple con todas las normas para el uso de citas y referencias, ademds
de presentar un indice de similitud menor al 20% establecido en el
Reglamento General de Grados y Titulos de la Unive‘r'sidad Nacional

Hermilio Valdizan.

Cayhuyna, 29 de octubre de 2021.

Dr. Amancio Rica
DIRECTOR DE LA ES

do-qu'g Cotrina

ELA DE POSGRADO
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