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23 A, B y C. Se transfiri6é 600 pl de PB3 a la columna (A), luego se gird a toda velocidad
durante 1 minuto (B) y desecho el flujo (C) 30
24 A, B y C. Se transfirié 600 ul de PB4 a la columna (A), luego se gir0 a toda velocidad
durante 1 minuto (B) y desecho el flujo (C). Posteriormente se giré a toda velocidad
durante otros 3 minutos para eliminar el etanol residual 30
25 A, By C. Se coloc6 la columna en un tubo limpio de 1.5 ml de microcentrifuga y agregé
50 ul de PB5 a la columna (A), se dejo incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y

luego se gir6 a toda velocidad durante 1 minutos (B), posteriormente se descartd la

columna (C) 30
26. Tubos de reaccidn para iiPCR 32
27. POCKIT ™. Instrumento compatible 32
28. Agitador Vortex Mixer, 3150 rpm 32
29. Micropipeta (1) y puntas de filtro (2) 33
30 A, By C. Al tubo de Premix (A) se le agreg6 50 ul de Premix Buffer B (B y C) 33

31 A y B. Se agreg6 5 pl de extracto de acido nucleico (A) o control P (+) al tubo de
premezcla (B). Se gir6 el tubo de premezcla durante 10 segundos en una minicentrifuga 34
32 A, By C. Se transfirié 50 ul de premezcla / mezcla de muestra al tubo R, se sellé la
parte superior de cada tubo R con una tapa y asegurese de que el tubo R esté bien tapado 34
33 Ay B. Tubo R con burbuja en el area de deteccidén(A), se agitd el tubo R para remover
la burbuja del area de deteccion del tubo de reaccion (B) 34

34 A, By C. Se colocé el tubo R (control positivo) en el aparato (A), resultados cualitativos

y iiPCR POCKIT plus (B y C) 34
35. Estado inicial del paciente 37
36. Sistema de valoracion del estado corporal de cinco puntos 41

37 A, By C. Inspeccion de las mucosas oral y conjuntiva, correspondiente al 28 de mayo
del 2019 (A) y al 22 de junio del 2019 (By C) 42
38. Petequias en la region de la ingle 44
39 A B y C. Toma de muestra de ectoparasitos de las areas infestadas previas a la
administracion de fluralaner para realizar PCR en las garrapatas 47
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RESUMEN

El estudio de caso se realizo en el Laboratorio Clinico “Division Veterinaria” de la Ciudad
de Managua de abril a junio del afio 2019. El objetivo principal fue evaluar la evolucién de
un caso de coinfeccion de hemopatdgenos en una hembra canina de tres meses; ademas se
determind la especie de garrapata y cuantifico la poblacion total, asimismo la
identificacion del agente etioldgico responsable, se realiz6 a través de frotis sanguineo,
inmunocromatografia y cadena polimerasa isotermal aislada (ilPCR). También se evaluaron
las alteraciones hematoldgicas por medio de Biometria hemética completa y las
alteraciones bioquimicas hepéticas y renales a través de TGP, TGO, Urea, BUN y
Creatinina, andlisis realizados mensualmente en el Pre y pos tratamiento, con el fin de
instaurar un protocolo farmacoldgico para el control de vectores y del agente etiologico,
asimismo de restablecer los valores hematoldgicos, hepaticos y renales del paciente. Todos
los datos obtenidos en el estudio fueron registrados en una matriz del software Estadistico
Excel 2010. El paciente ingres6 presentando una infestacion de ectoparasitos, caquéxico,
sin fiebre, anorexia completa y depresion. El vector encontrado fue identificado como
Rhipicephalus sanguineus y la carga ectoparasitaria contabilizada fue de 1,327 garrapatas.
Se identificé una coinfeccion de Ehrlichia canis y Anaplasma spp; entre las alteraciones
hematoldgicas se encontrd citopenias marcada antes del tratamiento, una vez instaurado el
protocolo terapéutico se restablecieron los valores hematoldgicos a las constantes
fisiologicas de referencia. En cuanto a las alteraciones bioquimicas registradas no se
report6 dafio renal, pero si alteracion transitoria de la funcion hepética, ya que disminuyo
drasticamente la tasa de conversion de urea, elevando asi los niveles de urea sérica. El
control del vector se realizd con Fluralaner 112.5 mg, la terapia hemopatogenicida con
Doxiciclina y la terapia hematopoyética y hepatoprotector se realizd con suplementos

orales, soluciones inyectables hematopoyética y hepatoprotector.

Palabras Clave: Hemobacteria, Ixodoideos, Inmunodiagnoéstico y Terapia.
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ABSTRACT

The case study was carried out at the Clinical Laboratory "Veterinary Division" of the City
of Managua from April to June of the year 2019. The main objective was to evaluate the
evolution of a case of hemopathogen coinfection in a three-month-old female canine; In
addition, the tick species was determined and the total population was quantified, as well as
the identification of the responsible etiological agent, was performed through blood smear,
immunochromatography and isolated isothermal polymerase chain (iiPCR). Hematological
alterations were also evaluated by means of complete blood biometry and hepatic and renal
biochemical alterations through TGP, TGO, Urea, BUN and Creatinine, analyzes
performed monthly in the Pre and post treatment, in order to establish a pharmacological
protocol. For the control of vectors and the etiological agent, in addition to restoring the
patient's hematology, liver and kidney values. All the data obtained in the study were
recorded in a matrix of the Excel 2010 Statistical software. The patient was admitted
presenting an infestation of ectoparasites, cachexic, without fever, complete anorexia and
depression. The vector found was identified as Rhipicephalus sanguineus and the
ectoparasitic load was 1,327 ticks. A co-infection of Ehrlichia canis and Anaplasma spp
was identified; Among the hematological changes, marked cytopenias were found before
treatment. Once the therapeutic protocol was established, hematological values were
restored to the physiological reference constants. Regarding the biochemical alterations
registered, no renal damage was reported, but a transitory alteration of liver function was
reported, since it drastically decreased the urea conversion rate, thus raising serum urea
levels. Vector control was performed with Fluralaner 112.5 mg, hemopathogenic therapy
with Doxycycline, and hematopoietic and hepatoprotective therapy was performed with

oral supplements, hematopoietic and hepatoprotective injectable solutions.

Key Words: Hemobacteria, Ixodoids, immunodiagnosis and Therapy.



l. INTRODUCCION

Los hemopatdgenos pertenecen al grupo de las enfermedades trasmitidas por vectores
(CVBD), cada pais en el mundo tiene su ocurrencia especifica de CVBD, dependiendo del
clima y los vectores endémicos. Estas enfermedades son transmitidas por un grupo diverso
de artrépodos como las garrapatas, moscas, pulgas, moscas de arena y mosquitos (Bayer,
2012).

Segun el Mapa Mundial de Ocurrencias de CVBD, Nicaragua esta clasificado como un pais
de baja ocurrencia, es decir que presenta de una a dos enfermedades endémicas (Bayer,
2012). Sin embargo, durante los altimos quince afios, se han publicado diversos estudios
realizados en caninos procedentes de Leon, Managua y Boaco, donde se reportd la
presencia de cinco hemopatdgenos: Ehrlichia spp, Anaplasma spp, Babesia spp,
Haemobartonella canis y Dirofilaria immitis (Angulo y Rodriguez, 2005; Mairena y Rojas,
2014; Solis y Villagra, 2015; Meza y Somarriba, 2015; Arostegui y Maldonado, 2017;
Mejias y Fargas, 2017; Olivares y Altamirano, 2019).

El Unico responsable de la transmision de estas enfermedades a los caninos, pertenece a la
familia Ixodidae, la cual es endémica de paises con regiones tropicales y subtropicales,
resultando biol6gicamente beneficiado por varios factores ecolégicos, como son la
temperatura, humedad, tipo de suelo y vegetacidén para llevar a cabo su ciclo de vida
(Leschnik, Kirtz, Tichy y Leidinger, 2008).

Los ixodoideos pueden parasitar a mas de un hospedero, lo que los clasifica como un
reservorio de alta peligrosidad, no solamente por los dafios directo que ocasiona en los
animales, sino también por la amplia gama de posibilidades de albergar a mas de un
hemopatdgeno, ademéas de ser longevos, capaces de mantenerse vivos por periodos
prolongados de tiempo, en cualquier etapa de su estadio de desarrollo; también se
caracterizan por ser altamente proliferos durante casi todo el afio, y dado sus habitos
alimenticios; en el caso de las garrapatas infectadas el modo de transmisién de los

hemopatdgenos es transestadial pero no trasovarial (Jongejan y Uilenberg, 2004).



El vector es infectado durante el estadio de larva o ninfa cuando éstas ingieren sangre
de un hospedero enfermo; en el interior de la garrapata los microorganismos ingeridos
se multiplican en células del intestino medio y posteriormente tras alimentarse, las
garrapatas infectadas transfiere al nuevo hospedero un espectro de organismos patdgenos a
través de las secreciones de las glandulas salivales, inoculando asi a los hemopatdgenos en
el torrente sanguineo del anfitrion (Aguiar, Cavalcante, Pinter, Gennari, Camargo y
Labruna, 2007).

Los hospederos contagiados, pueden entrar en una fase subclinica de infeccion en la que
permanecen infectados crénicamente durante meses o afios, pero sin signos clinicos;
deteriorando progresivamente la salud del paciente, tales perros a menudo tienen
trombocitopenia leve pero no hay otra evidencia de la patologia (Villaescusa, Tesouro,
Garcia, Ayllon, Rodriguez y Sainz, 2012).

Dentro de las anomalias hematoldgicas mas frecuentes destacan recuentos bajos de serie
roja (anemia), recuento altos o bajo de glébulos blancos (linfopenia o linfocitosis,
neutrofilia o neutropenia como monocitosis y monocitopenia), recuento bajo de plaquetas
(trombocitopenia) y las anormalidades bioquimicas, como el aumento de las enzimas

hepaticas (TGP, TGO) y aumento en las concentraciones de urea y creatinina.

La confirmacion del agente etiol6gico puede lograrse mediante serologia, PCR y extendido
de sangre periférica. Sin embargo las pruebas de laboratorio nos sirven también para
determinar el estado general de salud y las posibilidades de sobrevivir de nuestro paciente,
lo que nos ayudara a intervenir a tiempo y a adoptar el protocolo de emergencia mas idéneo

acorde a la situacion.

En este estudio se reportdé un caso de un canino con una coinfeccion de ehrlichiosis y
anaplasmosis diagnosticado a través de un seguimiento clinico, pruebas hematoldgicas,
bioguimicas y seroldgicas en el Laboratorio Clinico Division Veterinaria (Divet).



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la evolucion de un paciente diagnosticado con una coinfeccion de
Anaplasmosis y Ehrlichiosis canina en el Laboratorio Clinico “Division

Veterinaria”.

2.2 Objetivos especificos

Valorar clinicamente el estado general del paciente al ingresar al consultorio

veterinario.

Cuantificar la poblacion total de garrapatas que parasitan al paciente.

Determinar la especie de garrapata presente en el paciente.

Identificar el agente etiolégico mediante frotis sanguineo, inmunocromatografia y

Reaccion de cadena polimerasa isotermal aislada.

Interpretar mensualmente las alteraciones hematolégicas y bioquimicas (hepaticas —

renales) en el Pre y pos tratamiento.

Instaurar un protocolo farmacoterapéutico enfocado en el control de la carga

ectoparasitaria y del agente etiologico responsable de la patologia.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del area de estudio

El paciente fue seleccionado del Barrio Acahualinca, durante una evaluacion enfocada en la
poblacion de canes afectados con altas cargas ectoparasitaria. El estudio se realizd en dos
sitios, el primero se efectud en el Laboratorio Clinico “Division Veterinaria” y el segundo

lugar fue donde habita el paciente en el que se realiz6 el seguimiento terapéutico.

Se evalud en los meses de abril a junio del afio 2019 y se realizaron citas programadas
mensualmente al laboratorio para la recoleccion de muestras de sangre e inspeccion clinica
del paciente.

3.2 Descripcion de los sitios

3.2.1 Laboratorio veterinario

El Laboratorio Clinico DIVET, estd situado en el Reparto Las Palmas, Distrito Il

Departamento de Managua.

.-
DIVISION :
VETERINARIA 3

Figura 1. Ubicacion topografica dél Laborat
Fuente: Google, 2019

rio Clinico “Divet”



Infraestructura

= Area de recepcion y sala de espera

La recepcion, es el lugar donde se reciben a los pacientes y solicitudes de examenes; asi
como también las muestras que envian de otros lugares; se encarga de la entrega de los
resultados, el cobro por los servicios brindados y se resuelven en general todos los

problemas de atencion al cliente.

Esta area cuenta con una sala de espera provista de muebles necesarios para una correcta
atencion a los usuarios y sus mascotas. Ambas zonas se encuentra en un lugar intermedio y

con acceso directo desde el exterior.

» Area de toma de muestras

Es donde se realiza la extraccion de la muestra para el examen solicitado, esta area se
encuentra equipada con una mesa de exploracion de acero inoxidable, una bascula digital y
un estante basto provisto de todos los materiales y medios necesarios para realizar la
extraccion de los diferentes tipos de muestras bioldgicas; también se dispone de material
para la exploracion clinica del paciente como estetoscopios, termometro, bozales, guantes

de exploracidn, asi como para la desinfeccion de la mesa de exploracion.

En este sitio también se realiza la separacion y distribucion de muestras, donde se procede a
la verificacion, clasificacion y preparacion de las muestras y se organiza para ser llevadas al

area de procesamiento de muestras.

= Area de procesamiento de muestras

La zona de procesado de las muestras se ha disefiado como una sala que permite la
distribucion del trabajo en cadena. Este lugar designado para la realizacion de los
procesamientos de las diferentes muestras, equipados con los aparatos, materiales,
soluciones y reactivos necesarios para dicho fin, se organiza en cuatro secciones separadas
fisicamente pero contiguas; segun los analisis y muestra con que se trabaje, se pueden
dividir en diferentes &reas, como son las siguientes: Hematologia, Urianalisis,

Microbiologia, Bioquimica Sanguinea, Serologia, Enzimologia, Parasitologia entre otros.



= Area de internacién

Esta area se encuentra entre la recepcion y el area de procesamiento de muestras, cuenta
con una serie de 6 jaulas en el mismo armazén delimitado e independiente equipado con
unas bandejas plasticas bajo cada uno de los compartimentos, para tener mayor control y
limpieza del lugar donde se encuentra el paciente en observacion.

Personal encargado del laboratorio

Dr. Omar Navarro Reyes (propietario y gerente general del laboratorio clinico Divet)

Dra. Anielka Ruiz (recepcion y especialista en Biologia molecular y Bioquimica

sanguinea)

Dr. Christopher Salinas (especialista en hematologia y encargado de tomar las muestras a

domicilio)

Dra. Jimena Barrios (especialista de Analitica y Uroanalisis)

Servicios que ofertan

= Laboratorio Clinico Veterinario: Es el laboratorio mas completo de Nicaragua y la

region centroamericana, cuenta con una vasta gama de anélisis para el diagnéstico
clinico en hematologia, microbiologia, parasitologia, bioquimica, biologia
molecular, ademas ofrecen el servicio de toma de muestras a domicilio en todo el
pais.

= Pruebas rapidas: Es representante y distribuidor oficial de Pruebas rapidas
BIONOTE vy pruebas de PCR en Nicaragua.

= Qdontologia: Realizan limpiezas dentales, con lo méas reciente en tecnologia de

odontologia veterinaria y personal altamente calificado.

= Banco de sangre: Facilita a los veterinarios en Managua Yy las zonas circundantes

sangre y componentes de sangre canina que se utilizan para tratar pacientes con
necesidad de transfusidn, proporcionando una alternativa terapéutica vital en casos

de emergencia.



= Tramite de exportacion de mascotas: Realizan todo el papeleo en un tiempo que va
desde 24 hasta 48 horas maximo.

= Educacion Continua Veterinaria: Colabora con profesionales y estudiantes en su

busqueda de conocimiento y perfeccionamiento de la practica veterinaria en la
region y el mundo. También ofrecen cursos de actualizacion veterinaria, incluyendo
laboratorio, esta respaldado VATUC (Viajes Académicos y Turismo Cientifico) y
La Sociedad Latinoamericana en Dermatologia Veterinaria y la Universidad UC
Davis.

= Extension y Servicio Social Veterinario: es colaborador directo del Zool6gico

Nacional a quienes le realizan examenes clinicos veterinarios gratuitos, como parte

de su Responsabilidad Social Empresarial.

3.2.2 Lugar donde habita el paciente

Macroambiente

Fuente: Google, 2019

El estudio en campo se realizd en el departamento de Managua, Distrito Il, Barrio
Acahualinca, localizado en el sector noroeste de la ciudad, teniendo como limites al sur con
el Barrio Cuba; al norte el Lago Xolotlan; al este con el Barrio La Cruz, y al oeste con La
Chureca. El barrio Acahualinca, se ubica espacialmente en lo que fue el antiguo centro de
Managua, es un lugar que se ha venido consolidando a través del tiempo, ya que fue uno de
los primeros espacios geograficos en poblarse (Jiménez y Robleto, 2009).



Suelen observarse en el barrio Acahualinca, perros callejeros, gatos, zopilotes, ratas e
insectos, provocando una situacion de insalubridad mayor que en cualquier otra parte de la
ciudad (Aguilar, 2017).

Microambiente

Figura 3. Ubicacién topografica del hogar del paciente
Fuente: Google, 2019
El paciente seleccionado para este estudio habita en el Barrio Acahualinca, Del Museo
arqueologico “Huellas de Acahualinca” cuatro cuadras y media al norte. La persona que lo

adoptd no cuenta con las condiciones econdémicas para incurrir en gastos médicos.

La casa donde habita el paciente esta provista de piso de loza o ceramica, paredes de bloque
y techo de zinc, lo que la define como una vivienda adecuada, pero sobrepoblada y
propensa a inundaciones durante la estacién humeda del afio. El patio es de concreto y se
encuentra cerrado, no cuenta con vegetacion, no esta techado y es muy pequefio, ademas,
en éste se ubica el lavandero (Anexo 1y 2), siendo un lugar donde se acumula mucha agua
y artefactos en desuso de la familia, brindando el medioambiente ecoldgico adecuado para

el ectoparasito y llevar a cabo su ciclo de vida.

El paciente tiene movimiento limitado en el patio y eventualmente se le restringe el acceso
a la casa permaneciendo la mayor parte del tiempo en el patio, aunque en otras ocasiones a
causa del descuido de los nifios al dejar la puerta de la casa abierta, tiene acceso libre a la
calle, méas aun sabiendo que los duefios del paciente no le dedican tiempo de recreacion a su

mascota.



3.3 Disefio metodoldgico

Se realizd un estudio de caso en un paciente canino diagnosticado con una coinfeccion de
hemopatdgenos en el Laboratorio Clinico “Division Veterinaria” del mes de abril a junio
del 2019. El desarrollo del disefio metodologico constdé de cuatro etapas: Etapa |
planificacion, Etapa Il fase de campo, Etapa 1l fase de laboratorio y Etapa IV anélisis de

datos.

3.3.1 Etapa I: Planificacion del trabajo
Colaboracion interinstitucional

El estudio realizado fue sometido a la aprobacion de las empresas Laboratorio Clinico
Division Veterinaria y Escalante Sanchez (ESCASAN), para ser llevado a cabo bajo la
direccion del Dr. Omar Navarro Reyes, en colaboracion con los especialistas del

laboratorio.

Seleccion del sitio estudiado

El sitio se selecciond en base al nivel socioeconémico que caracteriza a las zonas pobres, lo
que aumenta la vulnerabilidad y exposicion que tienen los caninos al contacto con los
vectores. Para la seleccion del paciente no se tomo en cuenta la raza del animal, partiendo
de la condicion que debia estar expuesto a los ixodoideos y presentar altas cargas

ectoparasitarias durante la examinacion para poder clasificar en el estudio.

Basado en estos criterios, el paciente que fue seleccionado es una hembra canina, de tres
meses, mestiza de Doberman, perteneciente al Barrio Acahualinca localizado en el distrito
Il del Departamento de Managua. Una vez seleccionado el paciente, se procedid a
explicarle a los propietarios del canino; en qué consistia el estudio, cuando comenzaria, el
tiempo de duracion, los analisis que se llevarian a cabo, la frecuencia y duracion en que se
administraria el protocolo terapéutico basado en evidencias; luego de la aclaracion, el
duefio del paciente accedié y se comprometio a colaborar con nosotros durante la duracion

del estudio.



Disefio metodoldgico para el levantamiento de datos

En esta seccidn, el tutor previo al diagnostico definié la metodologia apropiada para el

estudio del caso clinico dentro de la cual se incluye:

- Valoracion del estado general del paciente al ingresar al consultorio del laboratorio.

- Determinacion de la especie de garrapata presente en el paciente.

- Cuantificacién de la poblacion total de garrapatas que parasitan al paciente.

- ldentificacion  del  agente  etiolégico = mediante  frotis  sanguineo,
inmunocromatografia y reaccion de cadena polimerasa isotermal aislada (iiPCR).

- Evaluacion mensual de las alteraciones hematoldgicas y bioquimicas (hepéticas —
renales).

- Instauracion de un protocolo farmacoterapéutico para el control de la carga
ectoparasitaria y el agente etioldgico responsable de la patologia.

- Restablecimiento de los valores hematologicos, hepaticos y renales del paciente, a

través de una terapéutica especifica.

3.3.2 Etapa Il: Fase de campo

En esta etapa de la investigacion se utilizaron herramientas para la recoleccion de
informacion preliminar sobre el paciente, a través de la entrevista realizada en el censo de
campo y la anamnesis del paciente en el laboratorio, asi como también el seguimiento de
la evaluacion evolutiva fisica del paciente, luego de iniciada la terapia indicada para su caso
en particular por medio del Ilenado de la Hoja clinica veterinaria; con el fin de llevar un
registro del tratamiento suministrado y de los exdmenes de laboratorio realizados en el

paciente durante el estudio.

Anamnesis del paciente

Previo al estudio se informd al propietario que para poder realizar cualquier intervencion,
necesitdbamos de su consentimiento firmado, donde él hizo constar que estuvo de acuerdo
con los procedimientos realizados por el médico veterinario a cargo del caso y del
Laboratorio Clinico DIVET, ademas se comprometi6 a colaborar con nosotros durante el
estudio.
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El dia que dio inicio el estudio de caso, el paciente fue llevado al Laboratorio Clinico
DIVET, acompariado por la persona a su cargo, con el fin de realizar una anamnesis
completa donde se recolectd informacién sobre aspectos generales y especificos del
paciente, por medio de preguntas realizadas al propietario de la mascota, también se indagd
sobre el historial clinico anterior del paciente.

Llenado de la hoja de Historia Clinica

Se llevd a cabo mediante el llenado de formatos utilizados en el Laboratorio Clinico
DIVET (Anexo 3y 4), donde se realizo el estudio, a fin de plasmar informacién referente a
aspectos generales del paciente, estado fisico, estado fisioldgico, evolucion y hallazgos

clinicos.

Examen fisico del paciente

Consiste en la revision general del paciente y su condicion fisica, por medio de técnicas
exploratorias como la palpacion, auscultacion, inspeccién y percusion, utilizando los
materiales de exploracion clinica convencionales (Anexo 6 y 7); se tomaron como datos
relevantes los obtenidos de los siguientes aspectos: peso, triada clinica (T °C, ppm, rpm),
condicion corporal, mucosas, sensorio y actitudes de la piel y subcutaneo, exploracién e

inspeccion (Radostits , 2002)

Internacion del paciente en el laboratorio

Luego de la anamnesis y explicarle los detalles e implicaciones del estudio tanto
terapéuticas como laboratoriales al duefio, también se notificd que el paciente requeriria
pasar un periodo de observacion en el laboratorio durante al menos tres dias, con el objeto
de cuantificar la carga ectoparasitaria y realizar los analisis hematologicos previos al

tratamiento.
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Evaluacién de la carga ectoparasitaria del paciente

Para la cuantificacion de la carga ectoparasitaria total, se hizo uso de un farmaco
ectoparasiticida de accion prolongada, Ilamado fluralaner. Generalmente se emplea para el
tratamiento y prevencion de infestaciones con pulgas y garrapatas, limitando asi la
exposicion del perro a la garrapata, disminuyendo la carga ectoparasitaria y su aparicion en

el ambiente.

La dosificacion del ectoparasiticida Fluralaner en comprimido masticable, se realizd en

base a las presentaciones estipuladas por kg de peso corporal segun la escala de talla.

Cuadro 1. Dosificacion del fluralaner en perros segin su peso

Numero de comprimidos para administrar
Peso corporal del perro 112.5mg 250 mg 500 mg 1,000 mg 1,400 mg

2-4.5 kg 1 - - - -
> 4.5-10 kg - 1 ; ; ]
> 10-20 kg - - 1 - -
> 20-40 kg - - - 1 -
> 40-56 kg - - - - 1

Fuente: Merck Sharp y Dohme Corp., 2018

La administracidn enteral se ofrecié al paciente ad libitum, ya que el comprimido presenta
un sabor a carne de cerdo de alta palatabilidad para los caninos. Una vez que lo ingirid, se
toma registro de la hora exacta de administracion y se comenzé a contabilizar la cantidad e
intervalos de tiempo en el que se observd el desprendimiento de los ixodoideos de la
superficie cutanea del paciente.

.“ ‘- L - S

-

Figura 4. Administracion ad libitum del ectoparasiticida
Fuente: Cuadra, 2019
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El paciente se mantuvo dentro de una jaula para observar el tiempo inicial de accion del
fluralaner sobre los ectoparasitos, de acuerdo a los intervalos de tiempo en dos, ocho y doce
horas (Merck Sharp y Dohme Corp., 2018). Dentro de las jaulas de internacion (Anexo 8),
se dispuso encima de las bandejas de recoleccion de desechos correspondiente a cada
compartimento, una hoja de papel toalla u otro cobertor fondo blanco desechable para
facilitar la visualizacion de los ectoparasitos desprendidos (Anexo 9), los cuales fueron
recolectados en envases de muestras de 100 ml y posteriormente contabilizada la poblacion
total de garrapatas, se sumergieron en embaces con alcohol al 70%, para ser conservados y

luego identificar la especie de garrapata.

Figura 5. Paciente en observacién post administracion del ectoparasiticida
Fuente: Cuadra, 2019

Una vez, constatado el desprendimiento de toda la poblacion de garrapatas durante el
periodo de observacion en el laboratorio, se siguid inspeccionando la superficie cutanea del
paciente durante el tiempo de efectividad ectoparasiticida estipulado en el prospecto del

farmaco, en el periodo correspondiente al estudio de caso.
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3.3.3 Etapa I11: Fase de laboratorio

Esta etapa de la investigacion se basé en la realizacion de pruebas laboratoriales
especificas, con el fin de identificar el agente causal de la enfermedad, ademés de
determinar las alteraciones hematoldgicas y bioquimicas del paciente e instaurar un

tratamiento basado en evidencias.

Toma y procesamiento de las muestras hematoldgicas, bioquimicas, coproldgica y

entomoldgicas

Previo a la realizacion de cualquier procedimiento, el area de recepcion recibe al paciente y
se encarga de completar la hoja de remisién de exdmenes (Anexo 5) con los datos del
propietario y del animal, asi como del analisis de laboratorio solicitado para el estudio; esta

hoja informa al médico veterinario del procedimiento a realizar en dicho paciente.

La extraccion de muestras se realizo en el cuarto de toma de muestras del laboratorio por el
médico veterinario de turno, especialista en dicho procedimiento, donde dispuso

previamente de todos los materiales necesarios para esta practica (Anexo 10).

Para realizar una excelente obtencion de la muestra se debié cumplir protocolos de
bioseguridad establecidos por el laboratorio veterinario, donde esta comprometido desde el
cuarto de toma de muestra hasta las medidas de higiene del flebotomista ( Ruiz y Salinas,
2017); previo a la manipulacién se le coloco cuidadosamente el bozal y determino el tipo
de muestras que se extraeria, ademas el paciente durante cualquier manipulacién estuvo

sujeto por una persona que fungiese como auxiliar pasante.

o Hematologia

El paciente fue puesto sobre la mesa de exploracidn, en posicion decUbito esternal; el
médico veterinario rasurd el area de venopuncion, luego procedid a desinfectar la zona de
puncién con motas de algodén embebidas de alcohol al 70%, dejandolo evaporar antes de
realizar la puncion. Procedidé a colocar un torniquete vacuette en la porcion distal de la
articulacién del codo de la extremidad a puncionar y con ayuda de un auxiliar se inmovilizo

temporalmente al paciente durante el procedimiento.
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Al momento que se realizé la venopuncidn, la aguja fue introducida en un angulo de 20
grados, una vez posicionada en la vena, se elimind la presion ejercida por el torniquete
vacuette y dejo fluir la sangre por presion venosa positiva hacia el tubo recolector de
muestra. Luego de que extrajo la sangre necesaria, se procedié a retirar la aguja y
rapidamente se aplico presion digital con un algodon seco sobre el sitio de puncion, en

forma simultanea para evitar hemorragias o formacién de hematomas.

Existen diferentes métodos para realizar la extraccion de sangre (goteo, vacutainer o
jeringa), en este caso como nuestro paciente era un cachorro de talla pequefia, el método
por goteo fue el mas iddneo para la extraccién de la muestra. Se colocd bajo la parte
posterior de la aguja el tubo colector de la muestra, de manera que la sangre cayera gota a
gota, se retird la aguja una vez obtenida la cantidad de sangre necesaria y se hizo presion

digital sobre el sitio de venopuncion (Ruiz y Salinas, 2017).

= Sitios de extraccion de sangre utilizados en el paciente

- Vena femoral

Esta vena fue la que menos se utilizé durante el estudio, dado que el temperamento inquieto
del paciente dificultaba acceder a esta vena. En esa ocasion el canino se encontraba con un
nivel 2 en la escala de deshidratacién y no se pudo extraer sangre de la vena cefalica, por
lo que se optd por decidir extraer la muestra de la vena femoral; a lo cual procedimos a
sujetar los tres miembros del paciente y extender una de las extremidades posteriores para

que el veterinario encargado localizara la vena y tomara la muestra de sangre.

- Vena cefélica

Esta vena fue la que se utilizd para extraer con mayor frecuencia las muestras de pequefias
cantidades de sangre en el paciente. Al constrefiir el area del aspecto dorsal de la
extremidad anterior a nivel del codo se puede elevar la vena cefalica, empezando justo por
encima de la articulacion carpiana. No se rasuro el area y luego se coloco el torniquete para

facilitar la fijacion y la visualizacién de la vena (Gallo, 2014).
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Para la toma de las muestras, se hizo uso de dos diferente tubos colectores de sangre:

Tubo K3E KBEDTA: posee un tapon lila, la capacidad del tubo depende de la
cantidad de sangre requerida, este envase contiene un anticoagulante, llamado
EDTA (4cido etilendiaminotetraacético); esta sangre fue procesada para las
evaluaciones de biometria hematica completa, frotis sanguineo, reaccion de cadena

polimerasa isotermal aislada (iiPCR) e inmunocromatografia.

Tubo seco Z Serum Sep Clot Activator: posee un tapon rojo y las muestras
colectadas no contiene ningun preservante; esta sangre fue procesada para las
evaluaciones de Bioquimica sanguinea (TGP, TGO, Urea, BUN y Creatinina).

Una vez obtenida la sangre, fue llevada al area de procesamiento de muestras
hematoldgicas, donde un meédico veterinario del Laboratorio Clinico DIVET, realiz los

analisis solicitados para el estudio del paciente.

= Biometria Hematica Completa

En lo que la determinacion del hematocrito respecta, esta se realizé de la siguiente manera
(Olivares y Altamirano, 2019):

- Se llend la ¥ parte del tubo capilar, con sangre venosa bien homogeneizada.
- Se cerro0 la punta del tubo capilar sellando con cera.

- Se centrifugo6 por 5 minutos a 10,000 revoluciones por minuto (rpm).

Figura 6. Se introdujé el tubo capilar en la microcentrifuga y se cerrd el equipo
programado a 10,000 rpm
Fuente: Divet, 2019
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- Se leyo el resultado en una escala comercial, de la siguiente manera: se sostuvo el
tubo capilar frente a la escala, de manera que el fondo de la columna de eritrocitos
quede exactamente al mismo nivel de la linea horizontal correspondiente al cero.

- Se desplazé el tubo a través de la escala hasta que la linea marcada con el nimero
100 quedara al nivel del tope de la columna de plasma. Se Vigil6 que el fondo de la
columna de eritrocitos continue sobre la linea cero. El tubo debia encontrarse
completamente en posicion vertical.

- Lalinea que pase al nivel del tope de la columna de eritrocitos nos indicaba la

fraccion de volumen de éstos.

Figura 7 Ay B. Extraccion del tubo capilar de la microcentrifugadora (A) para la lectura del
hematocrito en el lector comercial (B)

Fuente: Divet, 2019

De acuerdo con Navarro (2018), para el conteo de plaquetas y globulos blancos se utilizé la

camara de Neubauer.
El conteo de plaquetas, fue llevado a cabo de la siguiente manera:

En un tubo de borosilicato (2 ml) con una pipeta se agregé 280 microlitros de reactivo
de plaquetas (Oxalato de calcio) y 20 microlitros de sangre total, homogenizada con
efecto vortice y se cargd la camara por capilaridad he incubar en humedad por 15
minutos y se observé en objetivo 40X en cinco cuadrantes.

El conteo obtenido se multiplicé por 1,000, equivalente a la profundidad de la camara.
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El conteo de gldbulos blancos se realizo de la siguiente manera:

- En un tubo de borosilicato (2 ml) con una pipeta se agregé 280 microlitros de reactivo
de Turk y 20 microlitros de sangre total, se homogenizé con efecto vortice y se cargo la
camara por capilaridad y observo en objetivo 10X en cuatro cuadrantes.

- El conteo obtenido se multiplicaba por 50, equivalente a la profundidad de la camara.
» Bioquimica sanguinea

El laboratorio clinico DIVET, cuenta con un fotometro semiautomatizado HumalLyzer
Primus — HUMAN (Anexo 14), en cual midid6 dos enzimas hepaticas, el Piruvato
Transaminasa Glutdmica y la Transaminasa Glutamica Oxaloacética, en cuanto a las
alteraciones renales se procedio a analizar los niveles de creatinina plasmatica, Nitrogeno
ureico en sangre y la Urea; el procedimiento fue llevado a cabo por médicos veterinarios
especialistas del laboratorio y los resultados fueron interpretados para dar un tratamiento

adecuado al paciente.
- Piruvato Transaminasa Glutamica
Las mediciones de aminotransferasa son investigaciones basicas para el diagnostico y

monitoreo del dafio hepatico y muscular. Se realizé la TGP (ALAT) IFCC mod. liquiUV,

para la determinacion cuantitativa de GPT / ALAT en suero y plasma.
- Transaminasa Glutamica Oxaloacética
Las mediciones de aminotransferasa son investigaciones basicas para el diagndstico y

monitoreo del dafio hepatico y muscular. Prueba enzimatica para la determinacion
cuantitativa de GOT / ASAT en suero o plasma, es la GOT (ASAT) IFCC mod. liquiUV.
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- Creatinina plasmatica

Las mediciones de creatinina se realizaron con la Prueba fotométrica colorimétrica de

reaccion de Jaffé, para la determinacion cuantitativa de creatinina en suero, plasma y orina.

Método: La creatinina se forma en una solucion alcalina y en un complejo de color rojo
anaranjado con &cido picrico. La absorbancia de este complejo es proporcional a la

concentracién de creatinina en la muestra.

- Urea y Nitrdgeno ureico en sangre

Las mediciones de urea (UREA, BUN) se realizaron con la Prueba colorimétrica
enzimatica, llamada “Urea liquicolor” para la determinacidn cuantitativa de urea en suero,

plasma e orina.

Método: La urea se hidroliza en presencia de agua y la ureasa (enzima) produce amoniaco y
dioxido de carbono. En una reaccion de Berthelot modificada, los iones de amonio
reaccionan con hipoclorito y salicilato para formar un tinte verde. ElI aumento de la

absorbancia a 546 0 578 nm es proporcional a la concentracion de urea en la muestra.

Por otro lado, para la obtencion de los resultado del BUN se multiplico el valor de la urea
por 0.47 (Navarro, 2018)

o Hisopado coproparasitolégico

Este procedimiento se realizd mediante la técnica de coleccion de muestras con hisopos de
algodon estéril y solo se tom6 una vez al iniciar el estudio de caso (Feldman y Nelson,
2000). La tecnica consistio en introducir el hisopo dentro del esfinter anal lentamente, el
hisopo de algodon se humedecid previamente con solucion salina, luego se gird lentamente
rotandolo con los dedos indice y pulgar, y se retiré con cuidado para no contaminarlo con
otras particulas; una vez tomada la muestra se introdujo el hisopo hasta el fondo de un tubo

de borosilicato con soluciédn salina que debe estar bien tapado.

19



Después el especialista en el area de procesamiento de muestras, rodé el hisopo sobre una
laminilla, ejerciendo una ligera presion con el dedo sobre la varilla para hacer impresiones
lineales. Se recomienda realizar dos o tres impresiones en cada laminilla para su posterior

lectura.

o Muestras entomoldgicas del paciente

Previo a cualquier procedimiento y a la administracion del ectoparasiticida fluralaner, se
extrajeron tres ejemplares de garrapatas con el fin de realizarle estudios a la hemolinfa de la

garrapata, para determinar si presentaban o no evidencia de algin agente patdgeno.
Identificacion del agente etiolgico

o Frotis sanguineo

Ehrlichia canis y Anaplasma spp, son bacterias intracelulares obligadas que parasitan las
plaquetas, células del sistema mononuclear fagocitario (SMF) y méas concretamente los
monocitos y algunos tipos de linfocitos circulantes. El diagnostico se basa en la
observacién microscopica de inclusiones citoplasmaticas en forma de mérulas en el interior
de dichas células; aunque solo son detectadas durante la fase aguda de la patologia, por lo

tanto la baja sensibilidad es el gran inconveniente de este método. (Sanchez, 2001).

El diagnostico por medio de esta técnica, se realizé con la muestra de sangre entera extraida
del tubo colector K3E KBEDTA, previamente antes de la administracion de cualquier

tratamiento y durante la farmacoterapéutica instaurada hasta la culminacion del estudio.

La identificacion del agente patdgeno se realiz6 por el Método del Portaobjetos, cuyo
procedimiento no ha sufrido modificaciones. Los portaobjetos que se utilicen, deben estar
limpios y exentos de grasa, sin rayas ni otras sefiales. Conservarse sumergidos en alcohol
95%, secando con papel o lienzo exento de hilachas antes de su uso; los portaobjetos y

cubreobjetos deben manipularse por los bordes, para que no se manchen (Gallo, 2014)

20



Método del Portaobjetos (Gallo, 2014; Olivares y Altamirano, 2019)

Figura 8. Materiales utilizados durante el método del portaobjetos
Fuente: Cuadra, 2019

- Una vez homogenizada la muestra, se tomd sangre con un tubo capilar o un
aplicador de alrededor de 2 — 3 mm de didmetro.
- Se depositd una gota pequefia sobre un extremo del portaobjetos para frotis, el cual

|
L

Figura 9. Paso 1 se depositd la sangre
Fuente: Naranjo, 2020

debe descansar en una superficie plana.

- Se apoyo el extremo del portaobjeto extensor con firmeza con la mano dominante a
un angulo de 30 — 45° sobre la superficie del portaobjetos para frotis, y por delante
de la gota de sangre.

- Se hizo retroceder el portaobjetos extensor hacia la gota de sangre, sin separarlo de

la superficie del portaobjetos para frotis.

Figura 10. Paso 2 se coloco el portaobjeto extensor y desplazarlo
Fuente: Naranjo, 2020

- Una vez que el portaobjetos extensor hizo contacto con la sangre, y esta ha corrido
por capilaridad en el borde inferior del portaobjetos, luego este se incling, de modo

que ambos formen un angulo de 30 — 45° y se procedi6 a la extension.
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Figura 11. Paso 3 se dejé que se extendiera la sangre
Fuente: Naranjo, 2020

- El frotis se realiz6 con un movimiento rapido, continuo y uniforme, se extendio el

portaobjetos extensor hacia delante, cubriendo 2/3 del portaobjetos para frotis.

s

Figura 12. Paso 4 se deslizé el portaobjetos extensor
Fuente: Naranjo, 2020

- Se seco rapidamente moviéndolo en el aire; pero nunca se aplico calor ni se soplg,
ya que la lentitud del secado produciria cambios morfologicos en los eritrocitos;

luego se rotulo con el nombre del paciente.

| e

-

Figura 13. Paso 5 se dejé secar la extensién y después se rotul6
Fuente: Naranjo, 2020

- Se fijé con metanol el extendido sanguineo.

- Se procedi6 a la tincion del frotis sanguineo con la técnica de Diff Quick ®.

- Se lavo con agua potable del grifo cuidadosamente el extendido.

- Se limpié el dorso del portaobjetos con una gasa o algodén humedecido en alcohol
para eliminar cualquier resto de colorante.

- Se secO al aire y observo en el microscopio con aceite de inmersion en el objetivo
100x, primero se realizé el recuento de neutréfilos y linfocitos con ayuda de un
contador manual y por dltimo se procedié a buscar presencia de inclusiones

intracitoplasmaticas en las celulas.
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o Inmunocromatografia

Es la deteccion de la presencia de un agente infeccioso por medio de la valoracion de la
respuesta inmunitaria del hospedador. El organismo, ante la presencia del parasito
producird anticuerpos, y éstos son facilmente detectados por la prueba. El anticuerpo
antinmunoglobulina animal lleva, en este caso, una enzima conjugada; la formacién del
complejo antigeno-anticuerpo-conjugado se revela, tras la adicion del sustrato para la
enzima conjugada, por la formacion de un producto coloreado indicativo que la activacion
enziméatica se ha desarrollado. El veterinario, observa si aparece color en la banda
correspondiente a la muestra del paciente, sabrd que el animal presenta una serologia

positiva, si la banda no se colorea sera negativo (Sanchez, 2001).

Esta prueba se corrié con la muestras de sangre extraida del tubo colector de sangre K3E
KBEDTA previamente antes de la administracién del Fluralaner. La identificacion de la
hemopatdgenos por serologia se realiz6 mediante una prueba rapida inmunocromatografica
Illamada Kit Anigen Rapid CaniV-4 de laboratorios BIONOTE (Anexo 14).

Asimismo, segun (BIONOTE, 2018) el kit de prueba Anigen Rapid CaniV-4 el cual es un
inmunoensayo cromatografico para la deteccion cualitativa del antigeno Dirofilaria immitis,
el anticuerpo Ehrlichia canis, el anticuerpo Borrelia burgdorferi y el anticuerpo Anaplasma

phagocytophilum / Anaplasma platys en el suero canino, el plasma o la sangre completa.
El procedimiento de la prueba (BIONOTE, 2018) se realizo de la siguiente manera:

- Todos los reactivos y muestras debian estar a temperatura ambiente (15-30 ° C)
antes de ejecutar el ensayo.

- Se retiro el dispositivo de prueba de la bolsa de aluminio y se colocaba sobre una
superficie plana y seca.

- Con un tubo capilar desechable, se agregd 20 uL de sangre total en cada orificio de
muestra 6 10 pL de suero / plasma en cada orificio de muestra usando una micro

pipeta.
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Figura 14. 20 pL de sangre total
Fuente: Bionote, 2018

- Se dispens6 3 gotas de diluyentes de ensayo en cada orificio de muestra.

T ——
A
(3 drops, g PI&\ N \
U \
. _ 0 g
e [ 1 @

Figura 15. 3 gotas de los diluyentes de ensayo 20 pL de sangre total
Fuente: Bionote, 2018

- Iniciaba el temporizador. La muestra fluyd a través de la ventana de resultados. Si
no aparecia después de 1 minuto, se agregaba una gota mas de diluyentes de ensayo

al orificio de la muestra.

24



- Se interpret0 los resultados de la prueba a los 15 minutos.

T

C
| Negative

G

I I Pasitive

Figura 16. Interpretacion de los resultados
Fuente: Bionote, 2018

Los resultado positivos se leyeron de la siguiente forma: la linea de prueba ("T") y la linea
de control ("C") dentro de la ventana de resultados indicaran la presencia de los objetivos
como antigenos y / o anticuerpos. Es importante destacar que la tira de prueba Anaplasma
Ab no puede diferenciar entre A. phagocytophilum y A. platys: un resultado positivo

indicaba la presencia de anticuerpos contra A. phagocytophilumy /o A. Platys.

Siempre que exista un resultado negativo dudoso habra que buscar una seroconversién. La
seroconversion se refiere a una respuesta tardia del organismo, en cuanto a su sistema
inmune, frente a un agente patdgeno. Esto significa que en los primeros momentos de los
estadios agudos de una enfermedad, ni siquiera se llega a detectar anticuerpos. Al cabo de
un tiempo (14-28 dias postinfeccion), éstos alcanzan niveles que pueden ser facilmente
detectados.

En el caso de obtener un titulo negativo, bajo la sospecha de una ehrlichiosis, se debe
repetir la prueba al mes del primer analisis, incluso en el caso de haber instaurado un
tratamiento especifico, con el fin de confirmar o descartar el proceso. Si el resultado fuera
nuevamente negativo, podriamos pensar que el proceso se debe a otra enfermedad, o que la

especie infectante es distinta a la que estamos testando (Sanchez, 2001).
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o Reaccion en cadena de polimerasa isotermal aislada (iiPCR)

Es una técnica de biologia molecular, que se basa en la posibilidad de amplificar minimas
cantidades de ADN o ARN de manera especifica, lo que permite detectar antigenos de
dificil cultivo, o infecciones recientes donde aln no se han desarrollado suficiente cantidad
de anticuerpos (Diagnotest, s.f).

El iiPCR se realiz6 con el equipo analizador de &cido nucleico POCKIT ™ Micro Plus
(Anexo 9), el cual es un sistema cualitativo de amplificacion y deteccién de ADN, que
aplico el concepto de conveccion de Rayleigh — Benard para impulsar la PCR mediante una
Unica fuente de calentamiento en el fondo de los tubos de reaccion. A diferencia de la PCR
convencional, que requiere varios ciclos de calentamiento y enfriamiento, el iiPCR se logra
a través del gradiente de temperatura generado por la conveccion térmica con un tiempo de

reaccion significativamente reducido (Genereach, s.f).

Esta prueba se llevo a cabo bajo un protocolo de dos fases: la primera fase consistio en la
extraccion del ADN, para ello se uso el Kit de preparacion conjunta de &cido nucleico
PetNAD ™ 'y la segunda fase consisti6 en amplificacion para detectar la secuencia
especifica de acido nucleico de Ehrlichia canis, la cual se llevo a cabo haciendo uso del Set
de reactivos Ehrlichia canis de POCKIT ™ en el equipo analizador de &cido nucleico
POCKIT ™ Micro Plus.

Fase 1: Protocolo de extraccién PetNAD ™,

D ™ es un sistema de co-extraccion de

El kit de co-preparacion de &cido nucleico PetNA
ADN / ARN competente grabado como plantilla para la amplificacion o la transcripcion

inversa, basado en columna giratoria (GeneReach Biotechnology Corporation, 2015).
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Figura 17. Materiales proporcionados en el Kit de preparacion conjunta de &cido nucleico
PetNAD ™
Fuente: GeneReach Biotechnology Corp, 2019

El kit PetNAD ™, est4 compuesto por 5 frascos con Phosphate buffer (tampén fosfato), una
bolsa con 50 juegos de Columna giratoria y tubo de recogida y un manual de usuario
(GeneReach Biotechnology Corporation, 2015). Durante este procedimiento se debid

utilizar una bata de laboratorio adecuada y guantes de nitrilo desechables y tapa bocas.

Figura 18. Materiales para la extraccion del ADN. Guantes (1), Micropipeta y puntas con
filtro de 1 ml (2), puntas de 50 ul (3) y tubos de mini-centrifuga para usar (4)

Fuente: Divet, 2019
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Antes de utilizar por primera vez el kit agregue el volumen apropiado de etanol como se
indica a continuacién y asegurese de marcar el frasco de reactivos después de la adicion de

etanol:

Cuadro 2. Materiales proporcionados en el kit PetNAD ™

Articulo Volumen Nota: antes del primer uso

PB1 36 ml/ frasco, 1 frasco

PB2 1 ml/ frasco, 1 frasco Agregue 35 ml de etanol al
95% antes de usar

PB3 20 ml/ frasco, 1 frasco Agregue 20 ml de etanol al
95% antes de usar

PB4 15 ml/ frasco, 1 frasco Agregue 25 ml de etanol al
95% antes de usar

PB5 12 ml/ frasco, 1 frasco

Columna giratoria y tubo de 50 juegos, bolsa, 1 bolsa

recogida

Manual de usuario 1 copia

Nota: Después de agregar etanol, asegurese de que las botellas estén bien selladas después

de cada uso.

Procedimiento: Esta prueba se corrié de una muestra de sangre entera del tubo colector de
sangre K3E KBEDTA extraida previamente antes de la administracion de cualquier

tratamiento.

]

Figura 19. Se us0 una nueva punta desechable al eje de la pipeta, se presiono lo suficiente
para hacer un sello hermético
Fuente: Divet, 2019

Cuadro 3. Cantidad de muestra del acido nucleico extraido

Tipo de muestra Tamafo de muestra

Sangre entera 200 pl
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Figura 20. Se transfirio 200 ul de sangre fresca a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml,
luego se agreg6 600 ul de PB1 y mezclo bien durante 1 minuto
Fuente: Divet, 2019

Figura 21. Se agreg6 600 ul de PB2 y luego se mezcl6 bien durante 10 segundos
Fuente: Divet, 2019

Figura 22 A, By C. Se transfirio 600 ul de la mezcla a la columna(A y B), luego se gir0 a
toda velocidad durante 1 minuto y desecho el flujo(C)
Fuente: Divet, 2019
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Figura 23 A, B y C. Se transfirio 600 pl de PB3 a la columna (A), luego se giré a toda
velocidad durante 1 minuto (B) y desecho el flujo (C)
Fuente: Divet, 2019

Figura 24 A, B y C. Se transfirio 600 pl de PB4 a la columna (A), luego se giré a toda
velocidad durante 1 minuto (B) y desecho el flujo (C). Posteriormente se gird a toda
velocidad durante otros 3 minutos para eliminar el etanol residual

Fuente: Divet, 2019

Figura 25 A, By C. Se colocd la columna en un tubo limpio de 1.5 ml de microcentrifuga y
agregd 50 ul de PB5 a la columna (A), se dejo incubar a temperatura ambiente durante 1
minuto y luego se gir6 a toda velocidad durante 1 minutos (B), posteriormente se descarto
la columna (C)

Fuente: Divet, 2019
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Fase 2: Protocolo de lectura para detectar la secuencia especifica de acido nucleico de

Ehrlichia canis

Este protocolo tiene como principal funcion detectar la secuencia especifica de &cido
nucleico de Ehrlichia canis. En iiPCR, la quimica basada en la sonda de hidrolisis se usa
para generar sefial fluorescente durante la amplificacion del ADN objetivo. Los cebadores y
la sonda se dirigen al gen gltA y no reaccionan de forma cruzada con el acido nucleico del
huésped y otros patdgenos caninos (GeneReach Biotechnology Corporation, 2016).

El set de reactivos Ehrlichia canis de POCKIT esta compuesto por:
A. Materiales proporcionados

Cuadro 4. Juego de reactivo POCKIT ™ Ehrlichia canis

Componente Contenido del componente Cantidad
= E. canis Premix (granulo liofilizado)
Premix Pack que contiene dNTP, cebadores, sonda  Paquete de agente
y enzima para amplificacion. desecante: 6 bolsas (8 viales
= paquete de agente desecante de E. canis Premix y 1

agente / bolsa de
desecacion)

Premix = Tampodn para volver a disolver los 2 liofilizados (1,3 ml / vial)
Buffer B viales de pellet
P(+) Control = Plasmido seco que contiene la 1 vial

secuencia parcial de E. canis como
control positivo

P(+) Control = Tampon de reaccion para volver a 1 vial (110 pl / vial)
Buffer disolver el control P (+).
1 copia
Manual de
usuario
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Tubo R, 48 tubos / caja

Cuando manipule los R-tubos debe usar guantes de nitrilo, después de la reaccion no
manipule los tubos para evitar la contaminacion por arrastre. Se recomienda etiquetar la
muestra analizada en este tubo en parte superior del tapon y no en el area de deteccion del
tubo, ademas de no reutilizar el tubo R y la premezcla (GeneReach Biotechnology
Corporation, 2016).

Figura 26. Tubos de reaccion para iiPCR
Fuente: Divet, 2019

B. Materiales y equipos requeridos, pero no proporcionados
Analizador de 4cido nucleico POCKIT ™

Antes de preparar las reacciones para la prueba iiPCR, active el equipo POCKIT ™ para
iniciar la calibracion del instrumento. El dispositivo completara la autocomprobacién en 5

minutos (GeneReach Biotechnology Corporation, 2016).

Figura 27. POCKIT ™ - Instrumento compatible
Fuente: Divet, 2019

Agitador de tubos

B

Figura 28. Agitador Vortex Mixer, 3150 rpm
Fuente: Divet, 2019

32



Micropipeta automatica y puntas desechables

Figura 29. Micropipeta (1) y puntas de filtro (2)
Fuente: Joan lab, 2019

Procedimiento: Esta prueba se corrié con el extracto de &cido nucleico, el cual debe usarse
de inmediato, de lo contrario, manténgalo a 4 °c durante 1 hora. Y se recomienda que tanto
los procesos de extracciones y procedimientos de amplificacién deben realizarse por

separado en dos espacios independientes para evitar cualquier posible contaminacion.

Este conjunto de reactivos esta destinado a analizar &cidos nucleicos extraidos de sangre

completa. Se recomienda el siguiente tamafio de muestra:

Antes de usar por primera vez, el kit agregue 100 pl de P (+) Control Buffer al control P (+)
Control, para la calibracion del equipo POCKIT ™ Micro Plus.

_ T

Figura 30 A, By C. Al tubo de Premix (A) se le agreg6 50 ul de Premix Buffer B (B y C)
Fuente: Divet, 2019
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Figura 31 Ay B. Se agregé 5 ul de extracto de acido nucleico (A) o control P (+) al tubo de

premezcla (B). Se giro el tubo de premezcla durante 10 segundos en una minicentrifuga
Fuente: Divet, 2019

L

Figura 32 A, By C. Se transfirid 50 ul de premezcla / mezcla de muestra al tubo R, se sell6

la parte superior de cada tubo R con una tapa y aseglrese de que el tubo R esté bien tapado
Fuente: Divet, 2019

Figura 33 A'y B. Tubo R con burbuja en el &rea de deteccion(A), se agito el tubo R para
remover la burbuja del area de deteccion del tubo de reaccion (B)
Fuente: Divet, 2019

Figura 34 A, By C. Se coloc6 el tubo R (control positivo) en el aparato (A), resultados
cualitativos y 1iPCR POCKIT plus (By C)
Fuente: Divet, 2019
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3.3.4 Etapa IV: Datos evaluados

Se recolectaron los datos durante el periodo del 12 de abril al 22 junio del 2019. Para el
analisis y obtencion de datos se llend una hoja de historia clinica veterinaria,
correspondiente a cada visita mensual, la cual consta de exploracion clinica, anamnesis;
también de la toma de muestras de sangre para la realizacién de las evaluaciones

hematoldgicas y de bioguimica sanguinea.

El estudio tuvo una duracion aproximada de tres meses en los cuales también se tomaron en
cuenta la persistencia del efecto del fluralaner durante este tiempo y su accion
ectoparasiticida, ademas de monitorear los valores hematologicos mediante biometria
hematica completa, la presentaciones de alteraciones hepaticas mediante la interpretacion
de dos enzimas hepaéticas, el Piruvato Transaminasa Glutdmica y la Transaminasa
Glutdmica Oxaloacética, en cuanto a las alteraciones renales se procedié a analizar los

niveles de creatinina plasmatica, Urea y el Nitr6geno ureico en sangre.

Andlisis de datos

Para la valoracion clinica del paciente se tomaron en cuenta los datos obtenidos a través de
la exploracion clinica, el llenado de la historia clinica, los examenes complementarios y la

evolucion del paciente post tratamiento.

Todos los datos de la valoracién clinica fueron registrados en una matriz del software
Estadistico Excel 2010. Estos resultados recopilados en la historia clinica permitio el
establecimiento del diagnostico presuntivo, el cual sumado a los resultados de los examenes

de laboratorio ayudo al establecimiento del diagnostico definitivo en el paciente.
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Variables a evaluar

Cuadro 5. Variables y subvariables segun los objetivos especificos

o _ _ Variables Técnica de
Objetivos Variable Subvariables o _ .
. ) ) operativas o recoleccion de la
especifico conceptual dimensionales o ) »
indicadores informacion
_ .| Pérdida del
Peso y condicion _
Valorar el estado apetito
corporal
general del ) Aumento de la
) Nivel de ) .
paciente al ] _ » temperatura Hoja clinica
. Anamnesis deshidratacion ) o
ingresar al ambiente veterinaria
) Constantes ) )
consultorio L Fase infectiva de
o fisiologicas o
veterinaria ) ] la bacteriemia
Linfadenopatia
Cuantificacion de .
. Observacion del
ectoparasitos ) o
o ) o paciente y remision
Carga Identificacion | desprendidos en | Efectividad
o ) de  muestra de
ectoparasitaria del diferentes prolongada del ]
o ) L especimenes a un
ectoparasito intervalos de | ectoparasiticida -
) parasitélogo
tiempo

veterinario

Identificacion

Extraccion de

Frotis sanguineo

Evidencia del | Taxonomia de la §
del agente ) . ] muestra de iiPCR
o hemopat6geno | especie patdgena ] ]
etiologico sangre inmunocromatografia
Aumento o
Evaluar las ) o
Interpretacion | disminucion de Respuesta Resultados de

alteraciones
hematoldgicas y

bioquimicas

de los

resultados

los valores
hematoldgicos y

bioquimicos

fisiologica a la

bacteriemia

laboratorio
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Descripcion del caso clinico

Figura 35. Estado inicial del paciente
Fuente: Cuadra, 2019

Nombre del propietario: Yordan Ojera
Direccion del domicilio: Del Museo arqueoldgico “Huellas de Acahualinca” cuatro y

media cuadras al norte.

4.1.1 Resefa del paciente

Nombre: Kyla

Especie: Canino

Raza: Mestiza de Doberman

Edad: 3 meses

Talla: Pequefia

Peso: 3 Kg

Sexo: Hembra

Capa y Sefales: Marrén con manchas de fuego

Empleo del animal: Mascota
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4.1.2 Motivo de la consulta

El paciente fue remitido el dia 12 de abril del 2019 del Barrio Acahualinca por el
estudiante que desarrollo el estudio de caso, tras el ingreso al consultorio del laboratorio,
luego de la inspeccion clinica se evidencio infestacion de ectoparasitos, caquéxica, anorexia

completa y deprimida.

4.1.3 Anamnesis

Fecha de nacimiento: Desconocida

¢Ha iniciado el programa vacunacion? No

Su mascota ha presentado alguna reaccion adversa a algun medicamento? No

¢ Cuéndo fue la tltima desparasitacion?: marzo 2019

Dieta y frecuencia: Casera tres veces al dia

Estado reproductivo: Entero

Enfermedades anteriores: Sin antecedentes

Habitad: Patio de la casa

¢ Existe alguna otra mascota en casa? Dos Perros adultos (un macho y una hembra)

¢Se le ha administrado algun tratamiento para su problema actual? Solo le aplicaron
Fipronil para el control de pulgas y garrapatas en el mes de marzo, correspondiente a su

Gltima visita al médico veterinario.

4.1.4 Exploracion clinica del paciente

Una buena anamnesis e historial clinico representa la mitad del diagndstico y evita
procedimientos innecesarios, ayuda a identificar, confirmar, documentar o excluir una
enfermedad, ademas de establecer un tratamiento racional (Radostits, Mayhew y Tyler,
2002).
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Cuadro 6. Constantes fisiologicas del paciente

Triada clinica

Constantes fisiologicas ~ Valores normales 12/04/19 28/05/19 22/06/19

Temperatura 375-385°C 38.3°C 38.1°C 378 °C
Frecuencia cardiaca 60 — 120 ppm 192 ppm 164 ppm 136 ppm
Frecuencia respiratoria 10 - 30 rpm 48rpm 32 rpm 40 rpm

Se realiz6 la primera inspeccion clinica al paciente el dia 12 de abril del 2019, en la cual no
se encontré ninguna alteracion patoldgica en sus constantes fisiologicas, la temperatura se
encontrd dentro de los valores de referencia, pero si hubo aumento de la frecuencia cardiaca
y respiratoria, correspondiente al estrés causado por encontrarse en un entorno

desconocido y también al curso de la enfermedad.

En la segunda valoracion el dia 28 de mayo del 2019, sus constantes fisioldgicas se
encontraban dentro del rango, mostrando un leve descenso en la frecuencia cardiaca y
respiratoria en comparacion con los datos anteriores, como respuesta al reconocimiento del
entorno y a los resultados positivos del tratamiento. En la Gltima inspeccion el dia 22 de
junio del 2019, no se reportd ninguna variacion alarmante en su triada clinica, esto debido
a la progreso positivo de la calidad de vida del paciente, mediante la terapia, la cual ayudo
a liberarse de estrés causado por la sintomatologia de la enfermedad.

Cuadro 7. Examen fisico practicado al paciente

Fechas de evaluacion 12/04/19 28/05/19 22/06/19
Condicion corporal 2 3 3

Peso 3 kg 5.5kg 7.5 kg
Mucosas Palidas Rosadas Rosadas
Porc. deshidratacion 7% Indetectable Indetectable
Sensorio y actitudes Deprimido Activo Activo
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Piel y subcutaneo

Exploracion/

Inspeccion,

Cuadro 7. Continuacion...

Petequias en la
region de la ingle
Piel seca
Pelaje seco, sin

brillo y quebradizo

Linfadenopatia
(mandibulares vy
parotideos )
Anorexia completa

Ligero dolor
abdominal
Presencia de

ectoparasitos

Las petequias

presente en la region

de la ingle se
empezaron a
desvanecer

Piel sana y sin

alteraciones

Pelaje brillante
Anorexia parcial

Sin linfadenopatia
Ausencia de

ectoparasitos

Piel sana y sin
alteraciones

Pelaje brillante

Ingiere alimentos
de forma normal

Sin linfadenopatia
Ausencia de

ectoparasitos

Se valoro al paciente encontrandose los siguientes hallazgos:

Condicion corporal

El dia 12 de abril del 2019 se observé durante el examen fisico que el paciente presentaba

un estadio 2 en la escala del sistema de valoracion del estado corporal de cinco puntos;

correspondiente a delgadez, presencia de poca grasa cobertura, costillas y vértebras

lumbares facilmente visibles con perdida minima de masa muscular.

El dia 22 de junio

del 2019 finaliz6 el tratamiento, tras la valoracion practicada al paciente se le clasifico en

el estadio tres en la escala de condicion corporal, ya que se logré constatar notables

mejorias como respuesta al cambio en la calidad de los suplementos nutricionales del

paciente.
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Extremely Thin (1)
* Ribs, dorsal spinous processes, lumbar
vertebrae, and pelvic bones prominent
* No palpable fat
, * Obvious waist and abdominal tuck

Slightly Thin (2)

* Ribs and dorsal spinous processes visible and
easily palpable

* Minimal fat covering

* Waist easily noted viewed from above

* Abdominal tuck evident

Normal (3)

* Ribs and dorsal spinous processes palpable but
not visible

* Waist observed behind ribs viewed fromabove

* Abdomen tucked up when viewed from side

Slightly Obese (4)

« Ribs and dorsal spinous processes palpable
with slight excess of fat covering

* Waist discernible viewed from above but not
prominent

* Abdominal tuck apparent

Obese (5)
* Ribs and dorsal spinous processes not easily
palpable under a heavy fat covering
 Fat deposits over lumbar area and tail base
* Waist absent viewed from above
QaAbpp—

* No abdominal tuck; may exhibit obvious

Figura 36. Sistema de valoracion del estado corporal de cinco puntos
Fuente: Dorsten y Cooper, 2004

Peso

El peso inicial del paciente tomado el dia 12 de abril del 2019 fue de 3 kg, en la segunda
valoracion el dia 28 de mayo del 2019 registro un incremento de 2.5 kg, en la tercera y
Gltima exploracion el dia 22 de junio del 2019 el paciente registro una ganancia de peso
de 2 kg.

Los cachorros mestizos no tienen pautas de crecimiento estandar registradas, ya que estas
pautas varian segun la raza, a menos que el médico veterinario pueda obtener informacién
sobre de los padres del cachorro, de lo contrario las ganancia de peso de las cria sera
variable (Peterson, 2011).

Mucosas

Durante la primera exploracion el dia 12 de abril del 2019, las membranas mucosas oral,
conjuntiva y vulva del paciente se encontraban péalidas; en la segunda inspeccion el dia 28
de mayo del 2019, se encontr6 un cambio ligeramente notorio en la coloracién de las
mucosas del paciente pasando estas a una tonalidad rosada péalida; en la tercera y Gltima
inspeccion el dia 22 de junio del 2019, la coloracion de las mucosas del paciente se

encontraba rosadas.
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Figura 37 A, B y C. Inspeccién de las mucosas oral y conjuntiva, correspondiente
al 28 de mayo del 2019 (A) y al 22 de junio del 2019 (B y C)
Fuente: Cuadra, 2019

Porcentaje de deshidratacion

Este parametro se tom6 mediante la prueba de pellizco o turgencia cutanea observandose
durante el primer examen fisico que la piel empezd a perder elasticidad retornando
lentamente 3 segundos después a la su posicién normal, determinando que el paciente

presentaba un porcentaje de deshidratacion del 7%.

Cuadro 8. Hallazgos fisicos en la deshidratacion

Porcentaje de deshidratacion Signos clinicos

<5 Indetectable
5-6 Pérdida sutil de elasticidad de la piel
6-8 Retraso definitivo en el retorno de la piel a su posicion
(1-3 seg) normal

Ligera prolongacion del tiempo de llenado capilar.
Ojos posiblemente hundidos en oOrbitas
Posiblemente membranas mucosas secas
10-12 La piel pierde elasticidad, tarda bastante en
(x 3 seqg) recuperarse
Prolongacion definitiva del tiempo de llenado capilar.
Ojos hundidos en 6rbitas
Membranas mucosas secas
Posiblemente  signos de shock (taquicardia,
extremidades frias, pulsos rapidos y débiles)
12-15 Signos definitivos de shock
(> 3seq) Muerte inminente

Fuente: Kirk RW, s.f
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No fue necesaria la administracion de fluidoterapia intravenosa durante la internacién ya
gque mostré gran aceptacion cuando se le suministro agua ad libitum, recuperandose del
déficit de hidratacion rapidamente. Durante el segundo y tercer examen fisico no se detecto

clinicamente la presencia de deshidratacion por medio de esta técnica.

Sensorio y actitudes

Se observo durante la exploracion clinica el estado mental o de conciencia, temperamento
y la actitud del paciente; el dia 12 de abril del 2019 mostrd estar levemente alerta y
deprimido, pero con un temperamento nervioso sin agresividad y su posible resistencia a la
manipulacion se debid al miedo por la presencia de personas o cualquier otro estimulo en el
medio ambiente desconocido. EI dia 28 de mayo del 2019 se observo activo y alerta con
deseo de olfatear y sondear toda la sala de exploracion clinica, pero con un temperamento
equilibrado con ligera resistencia a la manipulacion sin agresividad. El dia 22 de junio del
2019 el paciente estuvo activo, alerta con deseos de explorar todo el edificio del
laboratorio, siendo esta una respuesta positiva a la estimulacion externa, sin agresividad y

sin nerviosismo al manipularlo, completamente comodo en su entorno.

Piel y Subcutaneo

Se realizo por simple inspeccidn, el dia 12 de abril del 2019 se observd la piel seca y sucia,
pelaje seco opaco y quebradizo, evidencia de petequias en la region de la ingle, ademas de
la presencia de ectoparasitos principalmente en la region del conducto auricular externo,

interdigital de region palmar y plantar del paciente.

En la segunda inspeccion correspondiente al dia 28 de mayo del 2019 se observo que las
petequias presentes en la region de la ingle se empezaron a desvanecer, la piel sana y sin
alteraciones morfoldgicas, pelaje brillante y disminucion de la poblacion de ectoparasitos,

es decir de dos — ocho ixodoideos se encontraban durante la exploracion.
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4 e i DR
Figura 38. Petequias en la region de la ingle
Fuente: Cuadra, 2019

En la tercera inspeccion realizada el dia 22 de junio del 2019 se observo la piel sana y sin

alteraciones, pelaje brillante y ausencia de ectoparasitos.

Exploracion/Inspeccion

El dia 12 de abril del 2019 el paciente ingreso presentando una infestacion de ectoparasitos,
caquexico, anorexia completa y deprimida. En el examen fisico realizado se reveld
deshidratacion, linfadenopatia (mandibulares y parotideos), ligero dolor abdominal,
petequias en la region inguinal, mucosas palidas, altas carga ectoparasitarias en el pabellon

auricular, conducto auditivo externo, en la zona interdigital y almohadilla metacarpiana.

4.1.5 Diagnéstico presuntivo

Tras el reconocimiento de la sintomatologia observada en el paciente, se establece como
diagnostico presuntivo: Enfermedades transmitidas por garrapatas como la Anaplasmosis,

Babesiosis, Ehrlichiosis, Rickettsiosis y Hepatozoonosis.

Estas enfermedades se presentan de manera asintomatica durante meses o afios,
transmitiendo la infeccion a las garrapatas tras alimentarse de su sangre y cuando se
evidencia sintomatologia en el portador generalmente es muy inespecifica. Estas patologias
no tienen predileccién por la edad o el sexo y ponen en peligro los sistemas organicos del
huésped de manera diferente y con distintos grados de severidad; a su vez ni la época del
afio ni la ausencia de garrapatas durante la inspeccion deben eliminar la sospecha de

hemopatdgenos en un paciente individual (Gutiérrez , Pérez y Agrela, 2016)
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4.1.6 Internacién del paciente

Cuadro 9.Monitoreo del paciente durante la internacién

Fecha

Descripcion

12/04/19

No se obtuvieron datos precisos sobre el paciente durante la anamnesis
(Edad estimada, principales sintomas, tiempo con la infestacion de
ixodidos, nutricion).

Se desconocia su historial clinico anterior, ya que fue adoptado a los dos
meses de edad, ni tampoco de la procedencia de sus progenitores. Por lo
cual, se procedio a llenar la historia clinica a partir de los datos que se
obtuvieron.

Se extrajeron las muestras de sangre en el tubo K3E KBEDTA vy el tubo
Seco Z Serum Sep Clot Activator, para la realizarle examenes
hematoldgicos, bioquimica sanguinea, iiPCR, frotis sanguineo,
inmunocromatografia; también una muestra de heces para
Coproparasitologia.

Se extrajeron tres ejemplares de garrapatas para la realizacién de iiPCR.

Se le administré la tableta masticable de fluralaner 112.5 mg ad libitum y
se interno por tres dias con el objeto de contabilizar y almacenar la carga

ectoparasitaria total.

13/04/19

Se recolectaron en envases de muestras (100 ml) las garrapatas
desprendidas durante la noche del dia anterior, que quedaron sobre las
bandejas de desecho de la jaula.

Se realiz6 el examen serolégico con la primera muestra de sangre extraida
en el tubo colector de sangre K3E KBEDTA, mediante una prueba
inmunocromatografica llamada Kit Anigen Rapid CaniV-4 de laboratorios
BIONOTE.

El laboratorio brindo los resultados de los analisis de iiPCR,

inmunocromatografia y Coproparasitologia.
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14/04/19

Cuadro 8. Continuacion...
El paciente paso en observacion dentro de la jaula de internacion, se le

brindo agua y comida ad libitum.

15/04/19

Se desprendieron manualmente las garrapatas que murieron adheridas al
paciente y fueron contabilizadas y almacenadas en envases de muestras
de 100 ml con alcohol al 70%.

El laboratorio brindo los resultados de los andlisis de biometria hematica
completa y bioguimica sanguinea (TGP, TGO, Urea, BUN y creatinina)

El paciente retorno a su hogar con mejor animo, pero ain con debilidad
aparente, durante su estancia concerniente al periodo de internacion comio

y bebio ad libitum pero en pequefias cantidades.

Se le administro la primera dosis del protocolo del tratamiento, que tuvo
una duracion de cuarenta y cinco dias y fue suministrada personalmente

por el médico tratante hasta la casa del paciente.
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4.1.7 Carga ectoparasitaria del paciente

El objetivo de esta etapa del caso fue contabilizar la carga ectoparasitaria, para determinar
la poblacion total sobre la paciente y el almacenamiento de los mismos para su debida

identificacion.

El paciente fue remitido el dia 12 de abril del 2019 del Barrio Acahualinca por el
estudiante que desarrollo el estudio de caso, tras el ingreso al consultorio del laboratorio,
luego de la inspeccion clinica se evidencié el grado de infestacion ectoparasitaria del
paciente, clasificandola como alta, siendo esta de 1,327 especimenes en total; el vector
encontrado a simple vista fue reconocido como una garrapata dura. Posteriormente fue
identificado por el especialista del laboratorio como Rhipicephalus sanguineus, conocido

como la garrapata marrén del perro, perteneciente a la familia Ixodidae.

El paciente durante la recoleccion de los especimenes (Anexo 9), se mantuvo dentro de una
jaula donde se tomd registro de la hora exacta de administracion del ectoparasiticida y a
partir de ese dato se comenzé a contabilizar la cantidad e intervalos de tiempo en el que se
observo el desprendimiento de los ixodoideos de la superficie cutanea (Cuadro 10). Las
garrapatas desprendidas fueron recolectadas de las bandejas de desechos correspondientes
a cada compartimento, que contenia encima una hoja de papel toalla u otro cobertor fondo
blanco desechable para facilitar la visualizacion de los ectoparasitos desprendidos, los
cuales fueron recolectados en envases de muestras y posteriormente contabilizados.

C

Figura 39 A, B y C. Toma de muestra de ectoparasitos de las areas infestadas previas a la
administracion de fluralaner para realizar PCR en las garrapatas
Fuente: Cuadra, 2019
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Cuadro 10. Monitoreo de las primeras 12 horas postratamiento ectoparasiticida

12 de Abril del 2019

Hora Intervalo de tiempo Descripcion

4:30 pm 0 horas Administracion de fluralaner 112.5 mg

5:30 pm 1:00 hora 1" garrapata desprendida viva

6:30 pm 2:00 horas 10 garrapatas desprendidas vivas

7:30 pm 3:00 horas En 9 de las 10 garrapatas vivas recolectadas se evidencia

alteracion de la motricidad

9:30 pm 5:00 hora Se recolect6 150 garrapatas desprendidas
11: 30 pm 7:00 horas Se recolect6 306 garrapatas desprendidas

13 de Abril del 2019

2:30 am 10:00 horas
10:00 am 18:00 horas

Se recolect6 131 garrapatas desprendidas

Se recolecté 360 garrapatas que aun estaban adheridas a
la superficie cutanea del paciente, encontrandose muertas
y deshidratadas

Figura 40. Especimenes vivos de garrapatas recolectados durante la primera hora post
tratamiento ectoparasiticida con fluralaner 112.5 mg

Fuente: Cuadra, 2019
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Se pudieron observar que las garrapatas estaban en diferentes fases de su ciclo de vida
(figura 40) desde larvas, ninfas y adultos tanto machos como hembras, las areas de la
superficie corporal del paciente que se encontraron pobladas con garrapatas fueron el
pabellon auricular, el conducto auditivo externo, las patas en la zona interdigital,

almohadillas metacarpiana y metatarsiana, también se observé en el dorso del paciente.

Una vez recolectados los ultimos especimenes aun adheridos a la superficie cutanea del
paciente, se contabilizo el total de la carga ectoparasitaria de Rhipicephalus sanguineus
sobre el paciente, el primer dia 12 de abril del 2019 se recolectaron 836 garrapatas
correspondiente al 63 % de la poblacion y el segundo dia concerniente al 13 de abril del
2019 se recolectaron 491 garrapatas correspondiente al 37% de la poblacién, siendo el

cien por ciento de los individuos desprendidos de 1,327 especimenes.

Figura 41. Porcentaje y cantidad de la carga ectoparasitaria presente en el paciente

. -

Porcentaje de individuos desprendidos de la superficie
cuténea del paciente
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4.1.8 Evaluacion periodica del paciente

Cuadro 11. Monitoreo Mensual del paciente

Fecha

Descripcion

12/04/19

No se obtuvieron datos precisos sobre el paciente durante la anamnesis (Edad
estimada, principales sintomas, tiempo con la infestacion de ixddidos, nutricion).
Se desconocia su historial clinico anterior, ya que fue adoptado a los dos meses de
edad, ni tampoco de la procedencia de sus progenitores. Por lo cual, se procedio a
Ilenar la historia clinica a partir de los datos que se obtuvieron.

Se extrajeron las muestras de sangre en el tubo K3E KBEDTA vy el tubo Seco Z
Serum Sep Clot Activator, para la realizarle exdmenes hematoldgicos, bioquimica
sanguinea, iiPCR, Frotis sanguineo, inmunocromatografia; también una muestra de
heces para Coproparasitologia.

Se extrajeron tres ejemplares de garrapatas para la realizacion de iiPCR.

Se le administrd la tableta masticable de Fluralaner 112.5 mg ad libitum y se
internd por tres dias con el objeto de contabilizar y almacenar la carga

ectoparasitaria total.

28/05/19

El paciente mostr6 mejor animo, evidenciando las primeras sefiales positivas
después de iniciado el protocolo terapéutico, pero aun presentaba inapetencia
parcial.

Se realizo el seguimiento al paciente, mediante el llenado de la hoja de historia
clinica y la toma de muestra de sangre para la realizacion de los examenes

hematoldgicos y de bioquimica sanguinea.

22/06/19

Se realizo el seguimiento al paciente, mediante el llenado de la hoja de historia
clinica y la toma de muestra de sangre para la realizaciéon de los exadmenes
hematoldgicos y de bioguimica sanguinea.

El paciente se encontrd totalmente recuperado y no presentd sintomas, ni secuelas
de la enfermedad por la cual fue tratado, no se observo ninguna repercusion a

causa del tratamiento administrado.
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4.2 Métodos de diagndsticos

Clasicamente se describen tres fases de la enfermedad aguda, subclinica y crénica. El rigor
y la importancia de establecer, desde un primer momento, un diagnostico correcto, es
necesario que toda sospecha clinica deba ser complementada y confirmada con pruebas
analiticas especificas. Esta confirmacion se hace ain mucho més imprescindible si se tiene
en cuenta, primero, que enfermedad es; segundo, que no siempre los signos tipicos de la
enfermedad suelen estar presentes; y tercero, que la mejor forma de garantizar el mejor
estado sanitario de los animales y de obtener el mayor éxito terapéutico, es intentando
establecer un diagnostico precoz (Sanchez, 2001).

Para la identificacion del agente etiologico que ocasionaba el cuadro clinico, se emplearon
tres métodos de diagndstico laboratorial:

Cuadro 12. Resultados del diagnéstico de laboratorio

Meétodos de diagnoéstico
Fecha Frotis Inmunocromatografia iiPCR Coproparasitologico
sanguineo
12/04/2019 No se Positivo a Ehrlichia Negativo
observo canis
13/04/2019 - Positivo a Anaplasma Las garrapatas -
spp resultaron
negativas a
hemopatdgenos
22/04/2019 No se En tratamiento En tratamiento -
observé
28/05/2019 Positivo a En tratamiento En tratamiento -
Ehrlichia
canis
22/06/2019 No se - - -
observo

Fuente: Cuadra, 2019

Figura 42. Resultado de la inmunocromatografia del paciente
Fuente: Divet, 2019
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4.3 Biometria Hematica completa

Los resultados fueron interpretados en base a los valores de referencia concernientes al

laboratorio Divet:

% Hematocrito:
- Hematocrito aumentado cuando se encontraba por encima del 55%
- Hematocrito disminuido cuando se encontraban por debajo del 37%
% Leucocitos:
- Leucocitosis cuando se encontraban por encima de 10,000 mm3
- Leucopenia cuando se encontraban por debajo de 6.000 mm3
% Neutrdfilos:
- Neutrofilia
o Segmentados desviados a la derecha: cuando se encontraban por
encima del 77%
o Bandas desviadas a la izquierda: cuando se encontraban por encima del
1%
- Neutropenia cuando los neutréfilos segmentados se encontraban por debajo del
60%
% Linfocitos:
- Linfocitosis cuando se encontraban por encima del 12%
- Linfocitopenia cuando se encontraban por debajo del 3%
% Plaquetas:
- Trombocitosis cuando se encontraban por encima de 500,000 mm3

- Trombocitopenia cuando se encontraban por debajo de 150,000 mm3
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4.3.1 Serie Roja

El hematocrito durante el primer analisis correspondiente al dia 12 de abril del 2019 se
encontraba en 15% por debajo del valor minimo al igual que la hemoglobina y el valor
eritrocitario (grafica 2. Resultados cronoldgicos de la serie roja) y segun el valor de las
constantes corpusculares el paciente presentaba anemia macrocitica normocrémica
regenerativa (grafica 3. Resultados cronoldgicos de las constantes corpusculares), ademas
se evidenciaba eritrocitopenia y en consecuencia también hemoglobina baja. El dia 28 de
mayo del 2019 el hematocrito se registré en 37% encontrandose dentro de los valores de
referencia, también hubo un aumento en el valor eritrocitario a 5.4 M/uL, pero ain dentro
del valor minimo al igual que la hemoglobina. En el ultimo andlisis realizado el 22 de junio
del 2019 se evidencio un ligero descenso del 1% en el hematocrito, asi como en eritrocitos

y hemoglobina.
Figura 43. Resultados cronolégicos de la serie roja
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Figura 44. Resultados cronologicos de las constantes corpusculares
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La anemia presente en el caso se clasifico como anémica hemolitica regenerativa; segun
algunos estudios suele ser un hallazgo frecuente durante la fase aguda del curso de la
ehrlichiosis canina, la anemia se adjudica al aumento de la destruccién de los hematies por
mecanismos inmunoldgicos. Lo cual se debe a la union inespecifica de inmunoglobulinas a
los eritrocitos o de un proceso autoinmune especifico por la existencia de anticuerpos sobre
la superficie eritrocitaria, lo cual podria contribuir a la instauracion de un cuadro hemolitico
agudo en algunos perros con ehrlichiosis. Posteriormente, en la fase cronica, la anemia sera
no regenerativa debido a la destruccidén continuada de eritrocitos, la pérdida crénica de

sangre Y la existencia de hipoplasia o aplasia medular (Rodriguez y Tesouro, 2001).

Se ha reportado que los estudios donde se observd coinfeccion de Anaplasma platys y
Ehrlichia canis se produce anemia y trombocitopenia mas graves que la infeccion con
cualquier patégeno solo (Gaunt, Beall, Stillman, Lorentzen, Diniz, Chandrashekar, y
Breitschwerdt, 2010).
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Ademas de la trombocitopenia, los perros con infeccion por A. platys pueden desarrollar
anemia  no  regenerativa,  leucopenia,  hipoalbuminemia,  hipocalcemia e
hipergammaglobulinemia (Little, 2010). Ademéas que la inhibicion de la agregacion
plaquetaria puede contribuir a las diatesis hemorragicas cuando ocurren (Waner et al,
2000).

4.3.2 Plaquetograma

Las plaquetas durante el primer andlisis correspondiente al dia 12 de abril del 2019, se
encontraba en 81,000 mm? por debajo del valor minimo (grafica 4.Resultados cronolégicos
de las plaquetas), evidenciandose trombocitopenia marcada, petequias y aumento en el
tiempo de coagulacion. En el segundo analisis correspondiente al dia 28 de mayo del 2019
se registrd un aumento en las plaguetas a 338,000 mm?®, encontrandose dentro de los valores
de referencia. En el Gltimo analisis realizado el dia 22 de junio del 2019 se evidenci6 un

ligero descenso del 53,000 mm?, pero se registré dentro de los valores de referencia.

Figura 45. Resultados cronolégicos del Plaquetograma
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La Ehrlichia canis, induce trombocitopenia en asociacion con el desarrollo de anticuerpos
antiplaquetarios; en comparacion con Anaplasma platys que infecta directamente las
plaquetas, ya que tiene tropismo por parasitarlas, en vez de a los leucocitos. Lo cual puede
tener un efecto méas inmediato en la vida media circulante de las plaquetas (Gaunt et al,
2010).

Los ciclos de trombocitopenia y bacteriemia se producen a intervalos de 7 a 14 dias,
después de la infeccion y la trombocitopenia persisten en algunos perros durante todas las
fases de la enfermedad, pero las moérulas o inclusiones se vuelven mas dificiles de detectar

dentro de las plaquetas (Harvey, 2012).

La patogenia de la trombocitopenia es compleja y multifactorial, se han propuesto multiples
mecanismos para la trombocitopenia asociada con las infecciones por E. canis, incluido un
mayor consumo de plaquetas, secuestro esplénico y mecanismos inmunomediados
asociados con una mayor destruccion de plaquetas. En la fase aguda de la infeccion, la
trombocitopenia es generada por una disminucién de la vida media plaquetaria mas que por
un descenso en la produccién de plaquetas (Branddo, Hasegawa, Hagiwara y Kohayagawa,
2008).

En cambio en la fase crénica de la enfermedad, la principal causa de trombocitopenia se
asocia a la hipoplasia de médula 6sea (Mylonakis, Koutinas, Breitschwerdt, Hegarty,
Billinis, Leontides y Kontos, 2004).

En un estudio, se observé una respuesta reducida de agregacion plaquetaria en perros
coinfectados con Ehrlichia canis (Cortese et al., 2006). La disfuncion plaquetaria podria
estar relacionada con el dafio después de la unién de anticuerpos especificos dirigidos
contra las glicoproteinas plaquetarias. Tambiéen es posible que las moléculas de plaquetas
de la superficie reconocidas por los anticuerpos puedan ser receptores funcionales que
afecten significativamente la funcién plaquetaria o que se produzca una disfuncion
plaquetaria mas grave debido al reconocimiento diferente del receptor (Cortese et al.,
2011).

56



Segun Rodriguez y Tesouro (2001) alrededor del 80% de los casos de Anaplasmosis y
Ehrlichiosis  se presentan con trombocitopenia. El recuento plaquetario no siempre se
correlaciona con la gravedad de las hemorragias describiéndose, en ocasiones, importantes
variaciones en este parametro analitico. Durante esos casos observaron algunos perros con
recuentos de plaquetas inferiores a 10.000 mm3 sin hemorragias mientras que otros con
recuentos normales tuvieron sintomas de este tipo debido a alteraciones en la funcionalidad

plaquetaria asociada al factor de inhibicion de migracion plaquetaria.

4.3.3 Serie Blanca

Los resultados obtenidos del leucograma durante el primer analisis correspondiente al dia
12 de abril 2019 se encontraron leucopenia, neutrofilia con desviacion a la izquierda y los
linfocitos se encontraban dentro de los valores de referencia (grafica 5. Resultados
cronoldgicos de la serie blanca); alteraciones concernientes a la hemoparasitemia por

Ehrlichia canis.

Figura 46. Resultados cronoldgicos de la serie blanca
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El dia 28 de mayo del 2019 se evidencio leucocitos normales, ligero descenso de la
neutrofilia con desviacion a la izquierda y linfocitosis. En el dltimo andlisis el dia 22 de
junio del 2019 se evidencio leucocitosis, neutrofilia con un ligero descenso en su

desviacion a la izquierda y linfocitosis.

A diferencia del Anaplasma platys, la Ehrlichia canis parasita exclusivamente a los
monocitos, linfocitos y neutréfilos (Colville y Berryhill, 2007). El recuento de leucocitos en
sangre es variable, encontrando inicialmente una ligera leucopenia debida al secuestro de
leucocitos motivado por procesos inmunoldgicos e inflamatorios. Esta leucopenia puede

transformarse posteriormente en leucocitosis (Rodriguez y Tesouro, 2001).

La leucopenia observada en el curso de la ehrlichiosis, motivada por una deplecion del
numero de neutrofilos, se puede presentar con un aumento de células inmaduras que
carecen de capacidad fagocitaria y de combustidn respiratoria 6ptima lo que incrementa la
susceptibilidad de estos pacientes a otras infecciones (Whist et al, 2003). La funcion de los
leucocitos tambien puede verse alterada, asi, los linfocitos de perros con ehrlichiosis
pueden producir un factor con efecto citotoxico sobre monocitos autélogos (Whist et al,
2002).

Se ha descrito una inversion de la formula leucocitaria en perros con ehrlichiosis, con
presentacion de una neutropenia y una linfocitosis relativa, también se ha resefiado la
existencia de linfocitosis granular (Heeb et al, 2003). La presencia de linfocitosis Tc (CD8
+) en perros con E. canis, se ha descrito en algunos casos clinicos en sangre y ganglios de
perros infectados experimentalmente, y la condicion parece desarrollarse aproximadamente
6 semanas después de la inoculacién y podria representar la respuesta a un patdgeno
intracelular obligado linfaticos (Hess et al, 2006; de Castro et al, 2004).
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4.4 Bioquimica sanguinea

Los resultados fueron interpretados en base a los valores de referencia concernientes al

laboratorio Divet:

¢+ Piruvato Transaminasa Glutamica (TGP)
- TGP aumentado cuando se encontraba por encima de 66 U/L
% Transaminasa Glutdmica Oxaloacética (TGO)
- TGO aumentado cuando se encontraba por encima de 60 U/L
% BUN
- BUN aumentado cuando se encontraba por encima de 27. 2 mg/dl
- BUN disminuido cuando se encontraban por debajo de 4.7 mg/dl
% Urea
- Urea aumentada cuando se encontraba por encima de 7. mg/dl
- Urea disminuido cuando se encontraban por debajo del 23 mg/di
% Creatinina
- Creatinina aumentado cuando se encontraba por encima del 0.3 mg/dl
- Creatinina disminuido cuando se encontraban por debajo del 0.4 mg/dI

441TGPy TGO

Durante el primer andlisis correspondiente al dia 12 de abril del 2019 se encontré el TGP
dentro de los valores de referencia (grafica 6. Resultados cronoldgicos de las
transaminasas), en cambio el TGO se encontr6 aumentando, en la literatura esto se ha
asociado a dafio hepético y a hemolisis, en el dia 28 de mayo y el 22 de junio del 2019
ambas enzimas se encontraron dentro de los valores de referencia pero durante el estudio
las transaminasas presentaron marcadas fluctuaciones, generando al hipétesis de que hubo

dafio hepatico reversible.
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Figura 47. Resultados cronoldgicos de las transaminasas
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El TGO se encuentra en los eritrocitos y la adicion de eritrocitos lisado al suero aumenta la
actividad aparente, también se encuentra en el citosol pero esta en concentraciones mas
altas en las mitocondrias; el aumento del TGO se ha asociado con lesiones reversibles e

irreversibles a los hepatocitos y miocitos (Hoffmann y Solter, 2008).

Los mayores valores en la TGP sérico se observan con inflamacion hepatocelular y
necrosis, y puede aumentar mas de 100 veces en 24 a 48 h, alcanzando su punto maximo
durante los primeros 5 dias posteriores a la lesion. Si se elimina la fuente de la lesion, la
actividad TGP volvera a la normalidad mas gradualmente en 2 a 3 semanas (Tennant y
Centro, 2008).

Las disminuciones progresivas en la actividad de TGP pueden ser un signo de recuperacion,
y una reduccién del 50% o mas en la actividad sérica durante varios dias se considera un
signo de prondstico favorable. Sin embargo, algunos animales con enfermedad hepética
grave con niveles de TGP sérico normal, y la disminucién de la actividad de TGP en suero
puede representar una reduccion del nimero de hepatocitos viables o una reduccion en la
sintesis de transaminasas, mas que a una recuperacion. Posteriormente, un aumento
sostenido en la actividad de TGP puede indicar el desarrollo de hepatitis cronica (Tennant y
Centro, 2008).
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También se han descrito aumentos de la TGP y de la fosfatasa alcalina, fundamentalmente
en fase aguda, que pueden también acompafiarse de hiperbilirrubinemia (do Carmo et al,
2015). Estos valores suelen disminuir hasta niveles fisiologicos con la instauracion de una
terapia apropiada, excepto en aquellos animales en los que, como consecuencia de la
ehrlichiosis, se ha producido una lesién hepatica o renal irreversible (Mylonakis et al,
2010).

4.4.2 Urea, BUN y Creatinina

Durante el primer analisis correspondiente al dia 12 de abril del 2019 sélo se midid la
creatinina, como principal indicador de dafio renal, pardmetro que se encontr6é dentro de
los valores de referencia (grafica 7. Resultados cronologicos del BUN, Urea y Creatinina),
en el segundo analisis del dia 22 abril del 2019, ademés de la creatinina se decidio tomar
en cuenta la Urea y el BUN, para evaluar si habia o no alteraciones de los valores de estos
parametros tras la administracion del protocolo, donde el BUN y la creatinina se

encontraban dentro de los valores de referencia, pero la urea estaba aumentada.

Figura 48. Resultados cronoldgicos de Urea, Bun y Creatinina
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En el tercer andlisis correspondiente al dia 28 de mayo del 2019, no hubo descenso del
valor de la urea, lo que se adjudico a la dieta, deshidratacion y a la hipotesis de que si
existié dafo hepatocelular reversible, lo que disminuyo drasticamente la tasa de conversion
de urea, elevando asi los niveles de urea sérica. A las 3 semanas el dia 22 de junio del
2019, se volvieron a realizar los analisis cuyos resultados concluyeron que la Urea, BUN y

creatinina se encontraron normales, descartando asi dafo renal.

Segun algunos estudios los aumentos en la urea y la creatinina por encima de los valores
fisiolégicos de referencia pueden tener un origen prerrenal (deshidratacion) o renal,
habiéndose observado casos de uremia asociados a glomerulonefritis y a plasmocitosis

intersticial renal (Braun y Lefebvre, 2008).

4.5 Protocolo terapéutico

4.5.1 Terapia ectoparasiticida

El programa Optimo de control de garrapatas requiere la eliminacion rapida de las
infestaciones establecidas al tiempo que proporciona proteccion continua contra la
infestacion con nuevos vectores que emergen del medio ambiente. Por lo tanto, los
atributos deseables de un producto efectivo para el control de los ectoparésitos incluyen la
capacidad de eliminar de forma répida, continua y evitar que se produzcan huevos viables

que infestan el medio ambiente ( Letendre, Larsen y Soll, 2018).

La terapia ectoparasiticida se realiz6 mediante la administracion de Fluralaner 112.5 mg
(Anexo.14) en la presentacion de comprimido masticable, cuyo principio activo es
Fluralaner; el cual tiene un espectro farmacoldgico contra pulgas y garrapatas invivo de 12
semanas continuas. Esta isoxazolina tiene una alta union a las proteinas plasmaticas, un alto
volumen de distribucion y un bajo aclaramiento plasmatico, resultando en una vida media

prolongada, lo que permite niveles de farmaco eficaces extendidos (Kilp et al, 2016).
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Segln Susanne Kilp, la principal ruta de eliminacion del fluralaner es probablemente
hepatica, porque la alta union a proteinas plasmaticas sugiere que la eliminacion por
filtracion renal es menor; por lo tanto, se puede suponer que el aclaramiento plasmatico es
equivalente al aclaramiento hepéatico. Ademas se estimd que la proporcion de extraccion
hepatica es de 0.3% resultando baja (0,14 L/ kg / dia) y junto con la distribucion
relativamente alta a los tejidos (3.1 L/kg), se puede explicar la disponibilidad sistémica

duradera del fluralaner de hasta 112 dias en el perro.
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Figura 49. Representacion esquematica de los tiempos de transmision de patdgenos de
telmophagous (pulgas, moscas de la arena y garrapatas) y (mosquitos) solenophagous
artropodos vectores

Fuente: Otranto, 2018
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Estudios recientes corroboran que la transmision de los patdgenos por la picadura de la
garrapata, esta asociada al tiempo de alimentacion del vector, por lo cual la rapida
velocidad de muerte por el ectoparasiticida administrado es de vital importancia;
reduciendo efectivamente las posibilidades de supervivencia y / o alimentacion de las
garrapatas durante el periodo critico requerido para la transmision de las patologias (Woods
y McTier, 2018).
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Es decir, que el vector requiere un apego inicial y una alimentacion de al menos 24 — 48 h
antes de que pueda ocurrir la transmision de la mayoria de los patégenos transmitidos por
garrapatas, un periodo durante el cual tiene lugar la reactivacion de los patdgenos y que

para prevenirse la muerte debe ocurrir dentro de ese periodo de tiempo (Little , 2007).

Posterior a la internacion, es decir una vez que retorno a su hogar se logro observar algunas
garrapatas del ambiente parasitando al paciente, tras marcalas y buscarlas al dia siguiente se
encontraban muertas o0 no se observaron, por lo cual deducimos que una vez que el vector
ingirio la dosis letal del fluralaner lo que ocasiono su muerte y consecuente el

desprendimiento.

4.5.2 Terapia hemopatogenicida

La terapia hemopatogenicida tuvo como principal objetivo eliminar la replicacion de las

bacterias intracelulares obligadas como son: Ehrlichia canis y Anaplasma platys.

Hiclato de Doxiciclina (Anexo 17)

La Doxiciclina pertenece a la familia de las Tetraciclinas, son drogas liposolubles,
bacteriostaticas, que inhiben la sintesis proteica; para desarrollar su accion penetran por
difusion en la célula bacteriana en forma activa por medio de un sistema dependiente de
energia y alcanzan asi concentraciones muy elevadas en el interior. Al unirse a la subunidad
30S del ribosoma, impiden la union del ARM m y el ARN t 'y, por consiguiente, la
incorporacion de nuevos aminoacidos, deteniéndose asi la formacion de la cadena peptidica
(Boggio, 2009)

La posologia del Hiclato de Doxiciclina es de 5 — 10 mg por kg, oral cada 12 horas durante
un periodo variable de 10 — 28 dias (Plumb, 2010). El tratamiento tuvo una duracion de 45
dias desde el 15 de abril culminando el 30 de mayo del 2019. Se realizé mediante la
administracion de Doxiclin-lisan 300 mg en la presentacion tabletas de ranuradas, de
laboratorios Lisan; reajustando la dosis de acuerdo al peso registrado durante el examen
clinico mensual realizado. Es decir que la primera dosis fue 30 mg PO cada 24 horas, en
base a su peso de 3 kg a la edad de 3 meses, el segundo ajuste de la dosis se realizo el 28

de mayo y fue de 55 mg/kg/dia a la edad de 4 meses.
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4.5.3 Terapia hematopoyética y hepatoprotectora

Esta terapia consistio en la administracion oral y parenteral de minerales, aminoacidos y
vitaminas, la cual tuvo como principal objetivo restablecer los valores hematoldgicos y
hepéticos del paciente.

Farmaco en solucién oral (Anexo 18)

Cuadro 13. Formulacién cualitativa y cuantitativa del farmaco en solucion oral

Cada 100 ml contiene:

Buclizina 5,00 mg
Tiamina (vitamina B1) 1,00 mg
Sulfato Ferroso 140,00 mg
Riboflavina (vitamina B2) 1,00 mg
Piridoxina (vitamina B6) 0,50 mg
Cianocobalamina (vitamina B12) 5,00 mcg
Niacinamida (vitamina B3) 5,00 mg
Acido pantoténico (D pantenol) 1,00 mg
Acido ascérbico (vitamina C) 35,00 mg

Fuente: Farbiopharma, 2019
Via de administracion: Enteral.
Dosis sugerida del farmaco: 0.16 ml por kg de peso vivo en caninos cada 24 horas.

Dosificacion del paciente: El tratamiento tuvo una duracion de 4 semanas desde el 15 de
abril hasta el 13 de mayo del 2019. Se administr6é una dosis de 0.5 ml hasta el 22 de abril
del 2019, luego se reajusto la dosis a 0.9 ml, en base al nuevo peso registrado durante los

ultimos 15 dias restantes del tratamiento.
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Farmaco en solucién inyectable 1 (Anexo 18)

Cuadro 14. Formulacién cualitativa y cuantitativa del farmaco en solucion inyectable 1

Cada 100 ml contiene:

Cianocobalamina (Vitamina B12) 0,0015¢g
Cloruro de Cobalto Hexahidrato 0,05¢g
Triptofano 0,259
Histidina Clorhidrato 0,509
L-Metionina 1,009
Citrato de Hierro Amoniacal 2,009
Cacodilato de sodio 3,00g
Glicerofosfato de Magnesio 1,50¢

Fuente: Laboratorio Microsules, 2019
Via de administracion: Parenteral por via subcutanea, intramuscular o intravenosa.

Dosis sugerida del farmaco: 1 ml cada 5 kg de peso vivo, cada dos dias en animales

jévenes.

Dosificacion del paciente: El tratamiento tuvo una duracion de 4 semanas desde el dia 15
de abril del 2019 hasta el 13 de mayo del 2019; se administrd una dosis de 0.6 ml dos veces

por semana en base a su peso de 3 kg a la edad de tres meses.
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Farmaco en solucién inyectable hepatoprotector (Anexo 19)

Cuadro 15. Formulacion cualitativa y cuantitativa del farmaco en solucién inyectable
hepatoprotector

Cada 1 ml contiene:

Acido tidctico (4cido alfa lipoico) 15 mg
Acido Orético 5mg
DL-Metionina 20 mg
Acido Félico 0.5 mg
Nicotinamida 10 mg
D-pantenol 3mg
Piridoxina HCI 2mg
N-acetil-L-Metionina 50 mg
Cloruro de Colina 40 mg
Inositol 20 mg
Betaina HCI 2 mg
Vit.B12 (cianocobalamina) 0.04 mg

Fuente: Agrovet Market, 2014

Via de administracion: Parenteral por via intramuscular y endovenosa lenta, de preferencia

diluido en suero.
Dosis sugerida del farmaco: 2 a 3 ml diario por 6 dias.

Dosificacion del paciente: El tratamiento tuvo una duracion de 6 dias desde el 28 de mayo
al 02 de Junio del 2019, se administro 1.5 ml via intramuscular diluido en solucion salina,
fue un farmaco adyuvante utilizado en el protocolo para restablecer los valores hepéaticos

del paciente.

El mecanismo de accion es mantener las actividades bioquimicas fundamentales del tejido
hepatico y facilitar sus capacidades regenerativas. El &cido tioctico participa en numerosas
reacciones metabolicas, siendo este probablemente el mecanismo de sus efectos
detoxicantes y regeneradores hepéticos; por otro lado el acido Oroético, actla sobre el

metabolismo proteico, mejorando la sintesis de proteinas y enzimas.
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La presencia de Piridoxina y cianocobalamina favorecen la regeneracidén hepatica y el
complejo B, ejerce una funcion precursora de varias coenzimas. La betaina funciona
conjuntamente con la colina, el acido folico y la cianocobalamina. Ademas la betaina
también participa en la sintesis de carnitina y protege a los rifiones de ciertos dafios
(Agrovet Market, 2014).
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V. CONCLUSIONES

En la paciente evaluada se logro reconocer, mediante los métodos diagnosticos la
fase del cuadro clinico que cursaba. Revelandose en la prueba de iiPCR,
Ehrlichiosis canina en fase aguda, dada la presencia del ADN patdgeno. En la
inmunocromatografia, se determind que la paciente presentaba Anaplasmosis en

fase cronica, debido a la presencia de anticuerpos en el test.

Sin embargo, a pesar de que el frotis sanguineo es una técnica de diagndstico
rutinaria, solo resulta Gtil en la etapa aguda cuando se encuentra en forma de
inclusiones citoplasmaticas en las células sanguineas e insensibles durante la etapa
cronica de la patologia donde los hemopatogenos se infiltra en las células de

6rganos como higado, bazo y rifion.

Se estimd que la carga ectoparasitaria de Rhipicephalus sanguineus que sufria el

paciente posterior a su adopcion, fue clasificada como alta (1,327 especimenes).

Las alteraciones hematoldgicas registradas en el paciente, durante el primer analisis
fueron hematocrito bajo con eritrocitopenia y hemoglobina baja, trombocitopenia
marcada, leucopenia y neutrofilia con desviacion a la derecha y linfocitos dentro del
valor de referencia. En el segundo analisis se reporté un aumento en los niveles de
eritrocitos y la hemoglobina, pero ain se encontrd por debajo del valor minimo de
referencia, aumento sérico de las plaquetas dentro del rango de referencia,
leucocitos y neutréfilos segmentados sin alteraciones, pero con un ligero descenso
de los neutrofilos de banda, se evidencid linfocitosis.

Durante el dltimo andlisis se encontrd a los eritrocitos y la hemoglobina sin
variacion en comparacién con los datos anteriores, leucocitosis, neutrofilos sin
alteraciones y linfocitosis con la variante de un ligero descenso en comparacion con

los analisis anteriores.

69



Durante el monitoreo de la bioquimica sanguinea, en la evaluacion de las
transaminasas hepaticas, se registro en el primer analisis un aumento de los niveles
de TGO y el TGP se encontro dentro de los valores de referencia. En el segundo,
tercero y cuarto analisis los niveles de TGO y TGP se encontraron dentro de los
valores de referencia pero se registraron constantes fluctuaciones, por lo cual se
sospechd de una alteracion transitoria de la funcion hepatica, ya que la disminucion
de la actividad sérica, luego de un nivel de actividad elevado previo; puede
asociarse a una reduccion del numero de células hepéticas por destruccion, méas que

a una recuperacion.

Durante el monitoreo de la bioguimica sanguinea, en la evaluacion el perfil renal,
en el primer andlisis la creatinina se encontr6 dentro de los valores de referencia, en
el segundo y tercer analisis se registré un aumento de la Urea, el BUN 'y creatinina
se encontrd sin alteraciones. En el cuarto analisis re registro un descenso drastico

de los niveles de Urea, BUN Yy creatinina por debajo de los valores de referencia.

Cuando se trata con hemobacterias en la clinica diaria, nulamente se toma en cuenta
el papel de la garrapata en la transmision de la patologia, omitiéndose esta parte y
procediendo al establecimiento del tratamiento. A diferencia de lo anteriormente
mencionado, durante este estudio se estimo indispensable que para tener éxito en la
recuperacion del paciente no solo se debia atacar a los hemopatdgenos, sino también
combatir los vectores. La terapia ectoparasiticida fue instaurada con el propdsito de
disminuir la exposicion del paciente con las garrapatas y asi evitar una reinfeccion

de hemobacterias.

Ademas, se evidencio que la carga ectoparasitaria tuvo un efecto directo en estado
de la salud del paciente, ya que dos dias después que dio inicié la terapia
ectoparasiticida, se registro ligeros cambios en el estado de animo del animal y

mejoro su apetito paulatinamente hasta que su restablecimiento.
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La terapéutica hemopatogenicida de eleccion fue Doxiciclina hiclato indicada
durante 45 dias, debido a que se ha se ha demostrado que una administracion
inferior a los 15 dias, ocasiona recidivas en los pacientes diagnosticados con
Ehrlichiosis y Anaplasmosis, observando la eliminacion de los agentes patdgenos y

no ser perjudicial para el paciente.

Una vez instaurado la terapia hematopoyeética, las alteraciones hematoldgicas
observadas en la Biometria hemética completa, fueron desapareciendo
paulatinamente durante los tres meses del estudio, mejorando asi la calidad de vida

del paciente.

La terapia hepatoprotectora, fue instaurada bajo la sospecha de una alteracién
transitoria de la funcidn hepética, ya que se registré una disminucion de la tasa de
conversion de urea, elevando asi los niveles de nitrégeno ureico sérico, que tras la
administracion del farmaco hepatoprotector, los niveles de urea disminuyeron
dréasticamente hasta sus valores de referencia después de presentar niveles elevados

de actividad previa.
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VI. RECOMENDACIONES

Implementar medidas perennes y efectivas para el control de las garrapatas dentro
del hogar y sobre el paciente durante todo el afio. La primera medida y la mas
econdémica es la fumigacion del medio ambiente, la cual puede realizarse con
cipermetrina, amitraz y dichlorvos. Se recomienda alternar el uso de estos
productos; el protocolo recomendando consiste en el empleo de estas sustancias

durante cuatro meses seguidos.

Los expertos recomiendan continuar fumigando durante todo el afio una vez al mes,
ademas del uso profilactico de otros productos que actlen sobre el paciente, ya sea
en collares, spray o en férmulas depot y ectoparasiticidas orales como Fluralaner.
Resultando en la Unica estrategia que puede contener la transmision de estos agentes
a otras zonas del pais donde no es endémico y la subsecuente aparicion de casos en

perros.

Asociar la sospecha clinica de hemopatdgenos con la implementacién de métodos
de diagndstico de laboratorio como iiPCR e inmunocromatografia, con el proposito
de instaurar un protocolo terapéutico basado en evidencias, ya que estd demostrado
que son las pruebas mas efectivas para identificar una bacteriemia por
hemopatdgenos.

El monitoreo hematoldgico, hepéatico y renal, permite estimar no solamente el

estado general de salud, sino también la respuesta y posibilidades de sobrevivir de

nuestro paciente, lo que nos advierte como intervenir.
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Anexo 1. Patio de la casa donde habita el paciente, evidenciando la presencia del
lavandero
Fuente: Cuadra, 2019
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Anexo 2 Ay B. Patio de la casa destacando la presencia de artefactos en desuso de los
propietarios del paciente
Fuente: Cuadra, 2019
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Anexo 3. Formato de Hoja Clinica 1
Fuente: Divet, 2019

2\ DIVISION
=%/ VETERINARIA

HOJA CLINICA VETERINARIA

FECHA:

NOMBRE DEL PROPIETARIO:
CONTACTO PROPIETARIO:
DIRECCION DEL PACIENTE:
NOMBRE DEL PACIENTE:
ESPECIE:

PARAMETROS
TEMPERATURA 1:
TEMPERATURA 2:
TEMPERATURA 3:

RAZA:

DVR
F. RESPIRATORIA 1:
F. RESPIRATORIA 2:
F. RESPIRATORIA 3:

DVR
F. CARDIACA 1:
F. CARDIACA 2:
F. CARDIACA 3:

DVR
MUCOSAS: ROSADAS
ESTADO CORPORAL: 1 2 3
NIVEL DE DESHIDRATACION: 1

Ganglios Linfaticos
G. Mandibulares
G. Sublinguales
G. Parotideos
G. Axilares
G. Inguinal Profundo
G. Propitleo

MOTIVO DE LA CONSULTA:

SIGNOS SINTOMAS:

HORA: COoDIGO#

EDAD:
CATEGORIA:
VALOR DE REFERENCIA
37.5-385°C

SEXO:
PESO:

HIPOTERMIA
10-30EPM

FIEBRE

DISNEA
60 -120 PPM

BRADIPNEA  POLINEA

BRAQUICARDIA
PALIDAS ICTERICAS
Bl 5 OBESIDAD
RESERVADO

TAQUICARDIA
CIANOTICAS

Normal Linfoadenopatia

85



Anexo 4. Formato de Hoja Clinica 2
Fuente: Divet, 2019

= DIVISION
VETERINARIA

EGO
EGH

'DIAGNOSTICO PRESUNTIVO:

TRATAMIENTO:

PROXIMA CITA:

COMENTARIOS:
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Anexo 5. Formato de remisién de exadmenes
Fuente: Divet, 2019

LABORATORIO CLINICO VETERINARIO
@ 3%%'?&?'%““'“ HOJA DE REMISION DE EXAMENES

Fecha: ]

Propietario: |

Nombre animal:{

—J

E-mail / Teléfono |

Centro veterinario / Dr. Dra.{

HEMATOLOGIA

[] BHC+HMP

E] Hemograma+HMP
[] plaquetas

E] Frotis para hemoparasitos

E] Conteo reticulocitos
E] Otros
BIOQUIMICA
Orep TGO
[JALp
Oecer
D Creatinina Urea
[ sun
D Pcr
E] Proteina total
|:| Proteina fraccionada
[ silirrubina total
D Bilirrubina fraccionada
[ Relacién A/G
D Glucosa
O
[ sodio
E] Calcio
D Magnesio
D Potasio

SEROLOGIA
D E. canis
E] E. canis/Anaplasma
[] caniva Leish
[Jcovag
[Ccpvag
[CJcirp 3
[J cpviccviGiARDIA
[ FitviFeLv
|:| Toxoplasma
e
[Jcpvab
[Jcovab
[J otros

HORMONAS
[ Progesterona
Ot 714
[JTtsH
[] cortisol am: pm:
[] otros

ESPECIALES:
[] Tipificacién canina
[] compatibilidad
[Jiircr
[JEece
[ Fertitidad
D Citologia vaginal
D Espermatograma
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2
Seol ]

cxpecie )

O —

COPROPARASITOLOGIA
[JecH

[:] Citologia Fecal
[JHrc orc

[:] Otros:

[OJeco

[[] permatologia

l:] Raspado

[:] Citologia

[:l Fluorescencia de Wood

PERFILES
[[] P. Hepatico
[] P.Renal
[] P. Tiroideo
[] P. Intoxicacion

[ cultivos

[:] Urocultivo
D Coprocultivo
[:] Cultivo otico
D Hemocultivos
[[] otros



Anexo 7. Bascula digital Anexo 6. Estetoscopio, termdmetro
Fuente: Cuadra, 2019 infrarrojo 'y foco frontal de
inspeccion  utilizado durante el
examen clinico del paciente
Fuente: Cuadra, 2019

Anexo 9. Bandeja de recoleccion Anexo 8. Bateria de jaulas de internacion
de desechos cubierta con papel provistas de bandejas de recoleccion de
toalla, para facilitar la desechos

visualizacién de los ectoparasitos Fuente: Cuadra, 2019

desprendidos
Fuente: Cuadra, 2019
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Anexo 11. Papel toalla, envase de
recoleccion, pinza, cronometro y foco frontal
utilizado en el monitoreo de la carga

ectoparasitaria durante la internacion
Fuente: Cuadra, 2019

Anexo 13. Kit Anigen Rapid CaniV-4
utilizado para la inmunocromatografia
Fuente: Divet, 2019

Anexo 14. HumalLyzer Primus -
HUMAN utilizado para la bioquimica
sanguinea

Fuente: Divet, 2019

Anexo 10. Torniquete, Tubos de
recoleccion de muestras
sanguineas, aguja de doble
punta estéril y guantes de nitrilo
utilizados durante la extraccion
de sangre

Fuente: Cuadra, 2019

\‘

Anexo 12. Pockit TM Microplus,
utilizado para iiPCR
Fuente: Divet, 2019

Anexo 15. Human Count 30
™ utilizado para la
hematologia

Fuente: Divet, 2019
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Anexo 17. Farmaco utilizado en la terapia
hemopatogenicida
Fuente: Cuadra, 2019

Anexo 16. Farmaco
utilizado en Ila terapia
ectoparasiticida

Fuente: Divet, 2019

Anexo 18. Farmacos utilizados durante la terapia hematopoyeética
Fuente: Cuadra, 2019

Anexo 19. Farmaco utilizado en la terapia hepatoprotectora
Fuente: Cuadra, 2019

A 100 mL
./

A8

Animales mayores y menores

{epato-Ject’




	Abordaje clínico de un canino diagnosticado con una coinfección de Anaplasmosis y Ehrlichiosis en el Laboratorio Clínico “División Veterinaria” del mes de abril-junio del 2019
	INDICE DE CONTENIDO
	INDICE DE CUADRO
	INDICE DE FIGURA
	INDICE DE ANEXOS
	RESUMEN
	I. INTRODUCCIÓN
	II. OBJETIVOS
	2.1 Objetivo general

	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 Ubicación del área de estudio

	IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1 Descripción del caso clínico

	V. CONCLUSIONES
	VI. RECOMENDACIONES
	VII. LITERATURA CITADA
	VIII. ANEXOS
	Anexo 1.


