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RESUMEN

La ehrlichiosis canina es una enfermedad infecciosa emergente transmitida por
garrapatas, producida por Ehrlichia spp. El objetivo de la investigacion fue identificar
pacientes seroreactivos a hemopatdgenos, obtener la prevalencia de Ehrlichia spp y
evaluar los pacientes caninos seroreactivos que desarrollaron glomerulonefritis. Es un
estudio cuantitativo, descriptivo de corte transversal no experimental desarrollado en
el Hospital Veterinarios Asociados en Managua Nicaragua durante el periodo de abril
a junio del 2023. El muestreo fue de tipo intencional, no probabilistico, conformado por
30 pacientes con signos clinicos compatibles a hemopatogenos, 10 de ellos cumplian
con los criterios de inclusion, por ende, se les realizo la prueba de ELISA marca IDEXX
Snap 4Dx Plus, medicion de presion arterial y bioquimica sanguinea que comprendia
creatinina sérica y relacion proteina/creatinina urinaria. Los resultados obtenidos
fueron, 17 pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp, 2 pacientes presentaron una
comorbilidad de Ehrlichia spp y Anaplasma spp, 1 paciente fue seroreactivo a
Anaplasma spp y 10 pacientes negativos. La prevalencia global de hemopatdégenos
fue del 67% y el 33% negativos, mientras que la prevalencia por tipo de
hemopatdgenos correspondia al 57% para Ehrlichia spp, seguido del 7% con una
comorbilidad entre Ehrlichia spp y Anaplasma spp 'y 3% de Anaplasma spp. De los 10
pacientes evaluados, el 70% eran proteinuricos, 20% presentaba proteinuria a limite,
40% tenian azotemia y un 20% eran hipertensos. Los resultados obtenidos en este
estudio sobre los pacientes con glomerulonefritis asociada a Ehrlichia spp demuestran
la hipdtesis investigativa planteada, misma que indica que los pacientes caninos
(Canis lupus familiaris) seroreactivos a Ehrlichia spp desarrollan glomerulonefritis con

hallazgos clinicos de relacion UP/C > 0.5.

Palabras claves: Ehrlichia spp, Anaplasma spp, vectores, glomerulonefritis,

proteinuria, hipertension, azotemia.
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ABSTRACT

Canine ehrlichiosis is an emerging tick-borne infectious disease caused by Ehrlichia
spp. The objective of the research was to identify patients seroreactive to
hemopathogens, obtain the prevalence of Ehrlichia spp, and evaluate seroreactive
canine patients who developed glomerulonephritis. It is a quantitative, descriptive, non-
experimental cross-sectional study developed at the Hospital Veterinarios Asociados
in Managua Nicaragua during the period from April to June 2023. The sampling was
intentional, non-probabilistic, made up of 30 patients with clinical signs compatible with
hemopathogens, 10 of them met the inclusion criteria, therefore, they underwent the
IDEXX Snap 4Dx Plus brand ELISA test, measurement of blood pressure and blood
biochemistry that included serum creatinine and urinary protein/creatinine ratio. The
results obtained were 17 patients seroreactive to Ehrlichia spp, 2 patients presented a
comorbidity of Ehrlichia spp and Anaplasma spp, 1 patient was seroreactive to
Anaplasma spp and 10 patients were negative. The global prevalence of
hemopathogens was 67% and 33% negative, while the prevalence by type of
hemopathogens corresponded to 57% for Ehrlichia spp, followed by 7% with
comorbidity between Ehrlichia spp and Anaplasma spp and 3% for Anaplasma spp. Of
the 10 patients evaluated, 70% were proteinuric, 20% had borderline proteinuria, 40%
had azotemia, and 20% were hypertensive. The results obtained in this study on
patients with glomerulonephritis associated with Ehrlichia spp demonstrate the
proposed research hypothesis, which indicates that canine patients (Canis lupus
familiaris) seroreactive to Ehrlichia spp develop glomerulonephritis with clinical findings
of a UP/C ratio > 0.5.

Keywords: Ehrlichia spp, Anaplasma spp, vectors, glomerulonephritis, proteinuria,

hypertension, azotemia.
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I. INTRODUCCION

“‘En Nicaragua estadisticamente existe una relacion de un perro por cada cuatro
personas, se considera que la poblacion canina ha aumentado significativamente en
los ultimos afos y actualmente son tratados como miembros de la familia” (Saenz,
2019). “Por lo tanto, hace imprescindible mantener bajo control los vectores capaces
de transmitir diversos hemopatdégenos, que de acuerdo a las circunstancias que
parasiten al canino, pueden generar tasas considerables de morbilidad y mortalidad”
(Sanders y Vanegas, 2021, p. 1).

La erhlichiosis canina una enfermedad causada por el hemopatdégenos Ehrlichia spp,
‘provoca una alteracion multisistémica grave y en algunos casos fatal, generando
cambios sustanciales en diferentes sistemas del organismo” (Jiménez et al., 2017, p.
1). Es una enfermedad frecuente en la casuistica veterinaria debido a la distribucion
de los vectores por el cambio climatico y reubicacion de los animales de compafiia en
todo el mundo. “Es considerada una de las enfermedades con mayor riesgo de
producir una disminucién gradual de la funcion renal a lo largo del tiempo” (Roura,
2019). “Generando cambios que estan mediados por una glomerulonefritis
membranoproliferativa por depdsitos de complejos inmunes y vasculitis” (Gutiérrez et
al., 2016, p. 646; Burton et al., 2020, p. 160).

Segun Polzin y Cowgill (2013) “existe una relacién evidente entre las enfermedades
infecciosas y glomerulares, generando consciencia sobre la importancia de las
glomerulopatias asociadas a hemopatdégenos y el valor potencial del diagnostico
temprano de la enfermedad, mediante pruebas complementarias como la deteccion
de proteinuria” (p. 2). Debido a que, “la manifestacion clasica de las glomerulopatias,
es un aumento en las concentraciones de proteina en orina, provocada por una falla

en el funcionamiento de la barrera de filtracion glomerular” (Esquinas, 2020, p. 112).

“El diagnostico tardio en cambio, se basa en pruebas como aumento de las
concentraciones de creatinina sérica, dimetilarginina simétrica (SDMA) vy
ultrasonografia renal anormal” (Qurollo et al., 2019, p. 620). “Junto a ello ocurren otras



anormalidades bioquimicas como la hipoalbuminemia, aumento de la actividad de la
fosfatasa alcalina y alaninoaminotransferasa” (Gutiérrez et al., 2016, p. 650).

Los articulos anteriormente mencionados describen la gravedad de la enfermedad en
diferentes partes del mundo, sin embargo, en Nicaragua son pocos los estudios que
hacen referencia a la glomerulopatia provocada por hemopatdégenos. En
consecuencia, en el presente estudio se identificaron pacientes seroreactivos a
hemopatdgenos, se obtuvo la prevalencia de pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp
y se evidencio si los mismo desarrollan glomerulonefritis en el Hospital Veterinario

Asociados durante el periodo de abril a junio del presente afno.



. OBJETIVOS

1.1. Objetivo General

Analizar pacientes caninos (Canis lupus familiaris) que desarrollan glomerulonefritis
asociada a Ehrlichia spp, atendidos en el Hospital Veterinarios Asociados durante el
periodo de Abril a Junio, 2023.

1.2. Objetivos Especificos

e |dentificar pacientes seroreactivos a hemopatogenos mediante la prueba de ELISA
marca IDEXX, Snap 4Dx Plus.

e Determinar prevalencia de pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp, del total de
pacientes atendidos con signos clinicos compatibles a hemopatdgenos.

e Evaluar la glomerulonefritis desarrollada en pacientes seroreactivos a Ehrlichia

spp.



Il MARCO DE REFERENCIA

3.1. Historia del Canino Doméstico

“El canino (canis lupus familiaris) es la primera especie domesticada, evidencia
arqueoldgica indica que el perro actual ya se parecia al de hace 10,000 afios, sin
embargo, evidencia genomica sugiere que ha podido divergir de otros canidos hace
100,000 afos” (Dunner y Cafion, 2014, p. 20).
Las razas mas antiguas descendientes del lobo (Canis lupus), originario de
Africa y Asia. Por medio de un largo proceso de domesticacion, los perros han
modificado su apariencia fisica y comportamiento, mediante la cria selectiva
basada en el fenotipo, han surgido decenas de razas, en las que los individuos
son clasificados segun rasgos fisicos. (Koscinczuk, 2017, p. 78)

3.1.1. Taxonomia
Tabla 1

Clasificacion taxonémica del canino doméstico

Dominio: Eucariota
Reino: Metazoa
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrada
Clase: Mammalia
Orden: Carnivora
Familia: Canidade
Género: Canis
Especie: Lupus
Subespecie Familiaris

Fuente: tomado de Integrated Taxonomic Information System, 2018.

3.1.2. Descripcion del Canino Doméstico

El canino doméstico es un animal sociable con una jerarquia de dominancia
bien establecida, se caracteriza por tener un cuerpo entre 36 a 145 centimetros
y un peso entre 0.5 a 80 kilogramos, posee extremidades largas y una cola

cilindrica. Su reproduccion puede darse una y dos veces por aio, teniendo un



numero considerable de crias y su alimentacidn va desde desperdicios

organicos del hombre hasta alimentos procesados. (Arcos, 2018, p. 9)

3.2. Ehrlichiosis Canina

“La ehrlichiosis es una enfermedad infecciosa emergente transmitidas por garrapatas,
provocada por Ehrlichia spp, la cual afecta a miembros de la familia Canidae. Es una
enfermedad cosmopolita, con mayor prevalencia en zonas con climas tropicales y
subtropicales” (Gutiérrez et al., 2016, p. 641; Silva' et al., 2016, p. 2). “Actualmente
existe evidencia anecddtica y literatura reportada de que la ehrlichiosis puede conducir
al desarrollo de enfermedad multisistémica grave; incluyendo desordenes hematicos,
linfaticos, gastrointestinales, nerviosos, oftalmicos y dafio renal agudo o crénico”
(Aguilar, 2021, p. 2; Burton et al., 2020, p. 159; Cartagena et al., 2015, p. 53).

3.2.1. Clasificacion Taxonémica de Agentes Etiolégicos

“La ehrlichiosis canina puede ser causada por varias especies de Ehrlichia spp; entre
ellas E. canis que produce Ehrlichiosis Monocitica Canina (EMC), E. ewingii que causa
Ehrlichiosis Granulocitica Canina (EGC) y E. chaffeensis conocida como Ehrlichiosis
Mononuclear Humana (EMH)” (Cartagena et al., 2015, p. 52; Jiménez et al., 2017, p.
2; Nelson y Couto, 2020, p. 1470).

“Son bacterias gram negativa, pleomorficas de 0.5 milimetros, intracelulares obligada,
localizadas en vacuolas rodeadas de membrana en el citoplasma de células
sanguineas, que en dependencia de la especie tiene tropismo por linfocitos,
monocitos, y granulocitos” (Aguilar, 2021, p. 2; Ramos y Fajardo, 2022, p. 14).

Tabla 2.

Clasificacion taxonémica de Ehrlichia spp

Orden: Rickettsiales
Filo: Proteobacterias
Familia: Anaplasmataceae
Género: Ehrlichia
Especie: E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis

Fuente: tomado de Determinacion de ehrlichiosis canina en la |V regiéon de Nicaragua
(p- 18), por Ramos y Fajardo, 2022.



3.2.2. Epidemiologia

“‘Es una enfermedad de distribucién mundial, endémica en los paises con climas
tropicales y subtropicales donde la prevalencia puede ser hasta del 33%” (Jiménez et
al., 2017, p. 2). “La localizacion geografica y epidemiologia esta ligada a la distribucion,
actividades estacionales de las garrapatas del orden Ixoides, especie Rhipicephalus
sanguineus y Amblioma americanum, como también a sus reservorios, incluyendo los
continentes de Asia, Africa, Europa y América” (Benavides-Arias y Soler-Tovar, 2020,
p. 90; Ferrolho et al., 2016, p. 331).

3.2.3. Fisiopatologia

“La erhlichiosis posee una fisiopatologia que implica factores directos del patdégeno y
mecanismos indirectos dependientes del sistema inmune. Las etapas del proceso de
invasion en el huésped incluyen adhesion, internalizacion, proliferacion intracelular,
exocitosis y diseminacién intercelular” (Harrus, 2015, p. 239). “Tiene un periodo de
incubacion de 8 a 20 dias, la fase aguda de 1 a 4 semanas, fase subclinica y la fase
cronica pueden ser de meses a anos” (Lopez y Soler-Tovar, 2020, p. 64).

‘La infeccion comienza cuando las garrapatas infectadas parasitan al canino,
depositan secreciones salivales donde se alimentan que contienen una variedad de
moléculas anticoagulantes, antiinflamatorias e inmunoreguladoras que facilitan la
transmision del patdégeno” (Gutierrez et al., 2016, p. 643; HajdusSek et al., 2013, p. 2).
“‘Cuando la bacteria ingresa al torrente sanguineo penetra linfocitos, monocitos y
granulocitos, ahi se mantiene y multiplica en el interior de las células, por medio de
una membrana endosomal que la protege de mecanismos de defensa y especies

reactivas de oxigeno” (Aziz et al., 2023, p. 7).

“‘De esta forma, la bacteria en célula diana se reproduce por medio de fision binaria,
formando cuerpos iniciales que posteriormente seran moérulas que van a infectar
nuevas ceélulas, estas se diseminan via sanguinea o linfatica, llegando a multiples
sistemas organicos como rifion, higado, bazo y médula donde causan dafio” (Ramos
y Fajardo, 2022, p. 19). “Desencadena un crecimiento anormal de las células y el
aumento del tamafo de los o6rganos, que se describe como hiperplasia.



Posteriormente, la divisidn y replicacion del microorganismo dentro del huésped

conduce a bacteriemia y a destruccion celular” (Aziz et al., 2023, p. 7).

3.2.4.

No obstante, Ehrlichia spp ha desarrollado mecanismo de evasion a la
respuesta inmune, perdiendo genes de biosintesis de lipopolisacaridos (LPS) y
peptidoglicano, produccion de proteinas (adhesina y invasina) que impiden la
accion mitocondrial, evasion lisosomal, e inhibicidon de la apoptosis celular,
evitando de esta manera que se lleve a cabo una respuesta inmune efectiva.
(Colindres y Salgado, 2020, p. 5; Franco-Zenita et al., 2019, p. 650)

Dentro de las consecuencias mas comunes esta la trombocitopenia, que se
atribuye a un consumo de plaquetas incrementado debido a procesos
inflamatorios en el glicocalix endotelial, aumento del secuestro esplénico de
plaquetas y destruccion inmunoldgica que disminuyen la vida media plaquetaria
por factores inmunomediados. Hipoalbuminemia debido a la pérdida periférica
de albumina, disminucion en la produccion de proteinas por enfermedad leve
del higado o cambios en el filtrado glomerular. En otros sistemas se encuentra
neumonia, glomerulopatias, hepatitis, esplenomegalia, linfoadenomegalia,
aplasia medular, uveitis y hemorragias en corazén. (Gutiérrez et al., 2016, p.
644)

Manifestaciones Clinicas

La EMC se clasifica en tres etapas notablemente diferentes segun la severidad
de la enfermedad. En la etapa aguda y cronica ocurre un trastorno
multisistémico inespecifico caracterizado por trombocitopenia, petequias
dérmicas, depresion, letargo, pérdida de peso, vomito, diarrea con o sin
hemorragia, injuria renal, esplenomegalia y aplasia medular. La etapa
subclinica generalmente suele ser asintomatica. (Tintel et al., 2016, p. 3;
Colindres y Salgado, 2020, p. 6; Harrus, 2015, p. 239)

“E. ewingii en cambio, se asocia con manifestaciones clinicas menos severas e incluye

alteraciones clinicopatologicas como fiebre, cojera, linfadenitis, edema, poliartritis

neutrofilica, manifestaciones neuroldgicas, trombocitopenia, leucopenia y cambios

fisiolégicos de especimenes en biopsia renal” (Qurollo et al., 2019, p. 619). “La



infeccion por E. chaffeensis solamente presenta una respuesta febril leve y
ocasionalmente vomito, epistaxis, linfoadenomegalia y uveitis anterior” (Gutiérrez et
al., 2016, p.649).

3.2.5. Diagnéstico

“El diagnostico de la ehrlichiosis canina se basa en una combinacion de datos clinicos
epidemioldgicos, anormalidades hematoldgicas, deteccion directa de la bacteria y
hallazgos serolégicos” (Ramos y Fajardo, 2022, p. 25). “Existen varios métodos de
diagnodstico laboratorial con diferentes grados de sensibilidad y especificidad, los
cuales pueden variar de acuerdo a las fases de la enfermedad y manifestaciones
clinicas” (Lopez y Soler-Tovar, 2020, p. 69).

Microscopia Directa. Se realiza mediante tincidon de un frotis de sangre
periférica con giemsa, donde se buscan morulas en células infectadas mediante
microscopia. Este método es de diagndstico rapido y bajo costo, pero también
presenta baja sensibilidad atribuido a la baja bacteriemia. (Franco-Zenita et al.,
2019, p. 651; Lopez y Soler-Tovar, 2020, p. 72)

Serologia. “Estas pruebas se basan en la detecciéon de anticuerpos anti-
Ehrlichia por medio de métodos como ensayos por inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) e inmunofluorescencia indirecta (IFl)”
(Franco-Zenita et al., 2019, p. 651). “Actualmente hay muchas pruebas
disponibles para uso en la consulta diaria que detectan anticuerpos, pruebas
como SNAP 3Dx, SNAP 4Dx, SNAP 4Dx Plus y CaniV - 4 Test Kit, que poseen
una sensibilidad entre 96.2 — 97.7%” (Burton et al., 2020, p. 160; Lépez y Soler-
Tovar, 2020, p. 72).

Prueba de ELISA Snap 4Dx Plus. “Determinan la presencia de anticuerpos
contra Ehrlichia spp. utilizando tecnologia de ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas para anticuerpos de IgM e IgG, sin embargo, esta prueba no puede
diferenciar entre anticuerpos contra E. canis, E. ewingii o E. chaffeensis” (Burton
et al., 2020, p. 160).

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR). Es la técnica mas sensible y

especifica para determinar organismos pertenecientes al género Ehrlichia spp.



Ayuda a diferenciar cada especie mediante amplificacion y analisis en la
secuencia de genes del ARN, evitando la reaccién cruzada como ha sido
observada en otros métodos diagnosticos. (Lopez y Soler-Tovar, 2020, p. 71;
Rojas-Trivifio et al., 2013, p. 39)

3.3.6. Tratamiento

“Actualmente existen muchos farmacos para tratamiento de Ehrlichia spp, incluyendo
tetraciclinas, macrdlidos, fluoroquinolonas, rifampicina, cloranfenicol e imidocarb. A
excepcion de las tetraciclinas, todos han arrojado resultados negativos y sus usos se
han suspendido” (Harrus, 2015, p. 240). “Para la ehrlichiosis el consenso del Colegio
Americano de Medicina Interna Veterinaria (ACVIM, por sus siglas en inglés)
recomienda doxiciclina a una dosis de 10 mg/kg via oral cada 24 horas durante 28
dias” (Gutiérrez et al., 2016, p. 654).

3.4. Glomerulonefritis

Segun Londofio (2022) “la glomerulonefritis es una inflamacion del glomérulo renal que
produce cambio en la bioquimica sanguinea y orina del paciente, se clasifica en
glomerulonefritis creciente, membranoproliferativa, membranosa y proliferativa” (p.
196). Por su parte “la glomerulonefritis membranoproliferativa se sub clasifica segun
su histologia y patogenia en tipo I, Il y llI” (Tizard, 2019, p. 362).

3.5. Glomerulonefritis Asociada a Ehrlichia spp

“La erhlichiosis desencadena una enfermedad renal que provoca una glomerulonefritis
membranoproliferativa mediada por depdsitos de inmunocomplejos (IgM e IgG) en los
glomeérulos” (Qurollo et al., 2019, p. 625). “La evaluacion estructural de la nefrona
mediante biopsia renal revela distorsién y fusidn de los procesos podocitarios,
aumento de sus microvellosidades y una vasculitis mononuclear” (Ramos, 2017, p. 6).
Se han demostrado cambios patolégicos asociados a Ehrlichia spp en
elementos glomerulares y tubulares, los cuales manifiestan una proteinuria
transitoria durante la fase aguda. Estos cambios son interpretados como
glomerulopatia de cambios minimos atribuibles a la proteinuria que podria

contribuir a una hipoalbuminemia. (Gutiérrez et al., 2016, p. 9)



3.5.1. Fisiopatologia

‘La glomerulonefritis membranoproliferativa tipo | se relaciona directamente con
depositos de complejos inmunes en vasos sanguineos glomerulares” (Tizard, 2019, p.
362). “Los inmunocomplejos (IC) se forma en torrente sanguineo e ingresan al filtrado
glomerular bajo condiciones equivalentes de antigeno — anticuerpo, activan la via
clasica del complemento, generando dafno por medio del complejo de ataque a la
membrana” (Esquinas, 2020, p. 18).

Las lesiones por IC en los glomérulos estimulan a los neutréfilos, macrofagos y
plaquetas para que liberen tromboxano, oxido nitrico y facto activador de
plaguetas, consecuentemente dafian y aumentan la permeabilidad de la
membrana basal, desencadenando proteinuria. Si la perdida es grave,
disminuyen los niveles séricos de albumina, desciende la presion
coloidosmatica del plasma, los liquidos pasan de la sangre a espacios tisulares
y generan edema o ascitis. La pérdida de liquido da lugar a disminucién del
volumen sanguineo, genera compensacion mediante activacion del eje renina
angiotensina aldosterona, se produce hormona antidiurética, reteniendo sodio
y acentuando el edema. Con el tiempo, disminuye la tasa de filtracion
glomerular, reteniendo urea y creatinina, generando azotemia e

hipercolesterolemia. (Tizard, 2019, p. 364)

El dafio perpetuante de células renales por inmunocomplejos provoca
proliferacion celular, activa la produccion del factor de crecimiento
transformante B (TGF - B), que estimula a células cercanas para que produzcan
fibronectina, colageno y peptidoglicano, provocando inflamacion glomerular
llamada glomerulonefritis membranoproliferativa. Los IC también ingresan a la
region mesangial y estas células son capaces de liberar citoquinas y
prostaglandinas para fagocitar los complejos inmunes, mediante la produccion
de IL - 6 y TGF - B, que estimulan un crecimiento autocrino de las células y
produccion de matriz mesangial, exacerbando el dafio glomerular. (Esquinas,
2020, p. 19; Tizard, 2019, p. 363)
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3.5.2. Manifestaciones Clinicas

Los signos clinicos que se asocian a la glomerulopatia inmunomediada varian
mucho, dependiendo de la intensidad de la proteinuria y la presencia o ausencia
de enfermedad renal. La mayoria de pacientes se encuentran con vomito,
pérdida de peso y anorexia, cuando se alteran dos tercios de los glomérulos
aparece la poliuria y polidipsia, finalmente la azotemia cuando hay pérdida de
masa renal mayor al 75%. (Ramos, 2017, p. 5; Tizard, 2019, p. 365)

3.5.3. Diagnéstico

“El diagnostico definitivo de las glomerulonefritis se realiza mediante biopsia renal, sin
embargo, en algunas situaciones es posible que no pueda efectuarse por factores
dependientes del paciente y ausencia de laboratorios donde realizarse” (Pressler et
al., 2013, p. 55). “La enfermedad renal en pacientes seropositivos a Ehrlichia spp se
diagnostica mediante el aumento de creatinina sérica, la dimetilarginina simétrica
(SDMA), proteinuria y ultrasonografia renal anormal” (Qurollo et al., 2019, p. 620).
“‘Subsecuentemente  ocurren otras anormalidades bioquimicas como la
hipoalbuminemia, aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina vy

alaninoaminotransferasa” (Gutiérrez et al., 2016, p. 645).
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IV. HIPOTESIS
4.1. Hipétesis de Investigacion
Los pacientes caninos (Canis lupus familiaris) seroreactivos a Ehrlichia spp desarrollan
glomerulonefritis con hallazgos clinicos de relacion UP/C > 0.5.
4.2. Hipodtesis Nula
Los pacientes caninos (Canis lupus familiaris) seroreactivos a Ehrlichia spp no

desarrollan glomerulonefritis y se encuentran con hallazgos clinicos de relacion UP/C
<0.2.

4.3. Hipétesis Alternativa

Los pacientes caninos (Canis lupus familiaris) seroreactivos a Ehrlichia spp no
desarrollan glomerulonefritis y se encuentran con hallazgos clinicos de relacion UP/C
entre 0.2 - 0.5.
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V. METODOLOGIA

5.1. Ubicacion del Area de Estudio

La investigacidon se realizé en el Hospital Veterinarios Asociados, sucursal principal,

ubicada en Managua, Nicaragua.

5.1.1. Macrolocalizacion

El departamento de Managua, se encuentra posicionado geograficamente en
las coordenadas 12° 09’ latitud norte, 86° 16’ longitud oeste y a 82.97 metros
sobre el nivel del mar. Sus limites territoriales corresponden al norte con el
departamento de Ledn y Matagalpa, al sur con el Océano Pacifico y el
departamento de Carazo, al oeste con el departamento de Leodn y al este con
Boaco, Granada y Masaya. El clima se caracteriza por ser de sabana tropical
con prolongada estacion seca y temperaturas que oscilan entre los 27.5° C - 28°
C y su precipitacion media anual varia entre los 1,000 y 1,500 mm. (INIDE,
2016, p. 2)

5.1.2. Microlocalizacién

El Hospital Veterinarios Asociados se encuentra ubicado en kilometro 8 carretera a
Masaya, en la primera entrada a Las Colinas, 100 metros al este y 100 metros al sur.
Sus limites territoriales comprenden al norte con la Embajada de Espafa, al sur con
Estancia Santo Domingo, este con supermercado Walmart y oeste con gasolinera

Puma.

5.2. Descripciéon del Area de Estudio

El Hospital Veterinario Asociados se encuentra en el rubro de atencidén a pequenas
especies, abarcando un area de 100 m2. Ofrece servicios especializados en medicina
interna, dermatologia, gastroenterologia, cirugia de tejidos blandos, laboratorio con
tecnologia automatizada, servicio a domicilio, emergencias, hospitalizacion,
hospedaje, grooming, venta de accesorios, farmacia veterinaria y servicio de traslado
en ambulancia. Su fin es garantizar bienestar a las mascotas mediante la aplicacion
de conocimientos médicos, con la ayuda de tecnologias actualizadas y apoyar de
manera indirecta a la salud publica (Ver anexo A).
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5.3. Diseio Metodolégico

El presente estudio es de caracter descriptivo de corte transversal no experimental,
con enfoque cuantitativo, en el cual se seleccion¢ el Hospital Veterinarios Asociados
para realizar la fase de clinica y laboratorio. El muestreo fue de tipo intencional, no
probabilistico, evaluando pacientes caninos que asistieron al servicio de consulta
externa durante los meses de abril a junio del presente afio con signos clinicos
compatibles a hemopatogenos, se utilizaron los instrumentos: prueba de ELISA marca
IDEXX Snap 4Dx Plus, calculo de prevalencia para pacientes seroreactivos a Ehrlichia
spp, bioquimica sanguinea (creatinina sérica y relacion proteina/creatinina urinaria) y
tensidmetro, para diagnosticar los pacientes con glomerulonefritis asociada a Ehrlichia
spp. La recoleccion y analisis de datos se hizo mediante el programa Microsoft Excel,
recopilando los resultados de la base de datos del IDEEX VetConnect Plus vy el

Software Veterinario Digitail, los datos fueron representando en tablas y figuras.

5.3.1. Criterios de Inclusion y Exclusion

A continuacion, se evidencia la tabla donde se describen los criterios de inclusion y
exclusion de la investigacion.
Tabla 3

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

Pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp. Pacientes con proteinuria de origen pre 'y

post glomerular.

Fuente: Elaboracién propia.

5.3.2. Fase de Clinica

Se evaluaron pacientes caninos que asistieron al servicio de consulta externa del
Hospital Veterinarios Asociados con signos clinicos compatible a hemopatégenos,
donde se realizo:
Consulta General. El proceso comenzé indagando sobre la historia clinica para
completar la anamnesis, se realizé el examen objetivo general y particular,

posteriormente se hablé con los responsables del paciente sobre realizar
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5.3.3.

pruebas complementarias para confirmar la sospecha de enfermedad generada
por hemopatogenos (Snap 4Dx Plus, BHC, creatinina sérica y UP/C).

Medicion de Presion Arterial. Se realizaba mediante el método oscilométrico
usando el tensiometro CONTEC, el procedimiento se realizaba en presencia del
tutor de la mascota y se media entre 5 — 7 veces, se descartaba el primero
resultado y se promediaban los restantes para obtener la presion arterial
sistolica (PAS).

Toma de Muestras. Las muestras de sangre se obtuvieron con el paciente en
cuadripedestacion, previamente sujetado, se palpd la vena cefalica, se hizo
torniquete y se aplico alcohol con un algodén para facilitar la visualizacién, se
realizd la puncidn con aguja 22G, jeringa de 3 ml y se extrajeron 1.5 ml de
sangre aproximadamente, la muestra se depositara 1 ml en un tubo con EDTA
y 0.5 ml en un tubo separador de sangre entera. La toma de muestra de orina
se realizé mediante cistocentesis con un ultrasonido UNIVERSAL UMS 700, se
hizo tricotomia de abdomen, limpieza con alcohol y se colocé el transductor en
el abdomen ventral posicionando la vejiga, se realiz6 la puncién ecoguiada con
aguja 23G, jeringa de 5 ml y se obtuvieron 3 ml de orina. Finalmente, se

remitieron todas las muestras con sus datos al laboratorio.

Fase de Laboratorio

Prueba de ELISA Snap 4Dx Plus. Inicialmente se verificaba que el dispositivo
estuviera a temperatura ambiente, con la pipeta del kit se vertié6 3 gotas de
sangre en un nuevo tubo de ensayo y 4 gotas del reactivo conjugado, se mezclé
a fondo invirtiendo el tubo entre 3 a 5 veces, posteriormente se posiciond el
dispositivo sobre una superficie horizontal y se vertié el contenido del tubo de
ensayo en el pocillo de muestras, la mezcla fluyé por la ventana de los
resultados alcanzado el circulo de activacion en aproximadamente 60
segundos, ahi se presiond el activador con firmeza hasta que quedo a raz del
cuerpo del dispositivo y finalmente se ingreso el dispositivo al analizador SNAP
Pro para lectura de resultados.
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5.4.

Bioquimica Sanguinea. Se comenz6 homogeneizando la muestra de orina, se
depositaron 2 ml en un tubo de ensayo para centrifugar a 10000 revoluciones
durante 5 minutos, en el Catalyst One se ordenaron las puntas de micropipeta,
se cargd la muestra de orina sin diluir, luego se ingresé al analizador de
bioquimica sanguinea el UPRO y UCRE seleccionando el CLIP con el panel
UP/C, se tomaron en una micropipeta 300 yL de catalizador en un vaso ubicado
en el soporte de dilucion derecho, se colocé un vaso vacio en el soporte
izquierdo y se inicio el proceso, esperando 6 minutos para su lectura. Para
procesar el analito de creatinina se homogeneizo la muestra de sangre y ubico
en el lugar del separador de sangre entera, se ingreso el CLIP CREA y se inicid
el proceso, esperando 7 minutos para su lectura. Los resultados se obtuvieron

mediante el programa en linea IDEEX VetConnect Plus.

Variables a Evaluar

A continuacion, se muestran las tablas de operacionalizacion de las variables, de

acuerdo con los objetivos especificos de esta investigacion.

Tabla 4

Variable de estudio del primer objetivo

Objetivo Variable Definiciéon Indicador Instrumento
conceptual

|dentificar Pacientes Los Reactor Prueba de
pacientes seroreactivos hemopatogenos positivo a ELISA marca
seroreactivosa a son agentes hemopatdégeno IDEXX Snap
hemopatdégenos hemopatdégen microscopicos color azul 4Dx Plus
mediante la 0s que viven y se
prueba de reproducen a
ELISA marca nivel de los
IDEXX, Snap vasos
4Dx Plus sanguineos.

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 5

Variable de estudio del segundo objetivo

Objetivo Variable Definicién Indicador Instrumento
conceptual
Determinar Prevalencia  Porcentaje de  Prevalencia de . Qx 100
prevalencia de  de pacientes individuos pacientes
pacientes seroreactivos seroreactivos a seroreactivos

seroreactivos a a Ehrlichia Ehrlichia spp a Ehrlichia spp

Ehrlichia spp spp del total de la
del total de poblacidn.
pacientes

atendidos

signos clinicos
compatibles a
hemopatdgenos

Fuente: Elaboracién propia.
Tabla 6

Variables de estudio del tercer objetivo

Objetivo Variable Definicién Indicador Instrumento
conceptual
Evaluar la Proteinuria Exceso de proteina > 0.5UP/C Bioquimica
glomerulonefritis sanguinea en orina. sanguinea
desarrollada en Presibn Es la fuerza que la > 140 Tensiometro
pacientes Arterial  sangre ejerce contra mmHg

seroreactivos a Sistélica las paredes arteriales.
Ehrlichia spp. Creatinina Producto de desecho > 1.4 mg/dL Bioquimica
Sérica generado  por el sanguinea

musculo y excretado

en orina.

Fuente: Elaboracién propia.
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5.5. Recoleccion de Datos

La recoleccién de datos se hizo en el programa Microsoft Excel en donde se tabularon
los resultados, mismos que fueron obtenidos mediante el programa en linea IDEEX
VetConnect PLUS y el Software Veterinario Digitail.

5.6. Analisis de Datos

Para analizar los datos de acuerdo a los objetivos planteados en la investigacion, se
empled una estadistica descriptiva, en el cual se utilizé el programa Microsoft Excel
que permitio representar los datos en tablas y figuras.

5.7. Materiales y Equipo

e Analizador de bioquimica sanguinea Catalyst One
e Analizador SNAP Pro

e CONTEC tensiometro

e Ecodgrafo UNIVERSAL USM 700

e Snap 4Dx Plus

e Jeringas 3 ml

e Jeringas 5 ml

e Algodon

e Alcohol
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de pacientes seroreactivos a hemopatdégenos se realizé en 30
individuos que asistieron al servicio de consulta externa del Hospital Veterinarios
durante los meses de abril a junio del 2023 con signos clinicos compatibles a
hemopatdégenos como depresion, letargia, pérdida de peso, petequias dérmicas,
vomito, diarrea y antecedentes de la enfermedad o de los vectores, coincidiendo con
los expresados por la Asociacion Britanica de Veterinarios de Pequenas Especies
(2021). Para el diagnéstico se utilizo la prueba de ensayo por inmunoadsorcion ligado
a enzimas (ELISA) marca IDEXX, Snap 4Dx Plus, siguiendo las instrucciones

recomendadas por el fabricante.

6.1. Pacientes seroreactivos a hemopatégenos mediante la prueba de ELISA
marca IDEXX, Snap 4Dx Plus

Se muestrearon un total de 30 pacientes caninos sin discriminacion de sexo, raza y
edad. Segun los resultados obtenidos, 17 pacientes fueron reactivos a Ehrlichia spp,
2 pacientes presentaron una comorbilidad de Ehrlichia spp y Anaplasma spp, 1
paciente fue reactivo a Anaplasma spp y 10 pacientes negativos. Es importante
destacar que, a pesar de que la prueba de ELISA puede diagnosticar Borrelia
burgdorferi'y Dirofilaria immitis, no hubo pacientes que presentaran la infeccion.
Tabla 7

Cantidad de pacientes seroreactivos a hemopatéogenos

Tipo de hemopatégeno Cantidad de pacientes

Ehrlichia spp 17
Ehrlichia spp y Anaplasma spp 2
Anaplasma spp 1
Borrelia burgdorferi 0
Dirofilaria immitis 0

Negativos 10

Total 30

Fuente: Elaboracién propia.
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Miranda y Ganga (2023) en su estudio realizado sobre prevalencia de hemopatdgenos
mediante serologia referidos de la clinica veterinaria Gutiérrez en Managua, Nicaragua
durante febrero a agosto del 2022, con una muestra de 30 caninos “encontraron 14
pacientes seropositivos a Ehrlichia spp, 7 con una coinfecciéon mixta de Ehrlichia spp
y Anaplasma spp, 2 pacientes seropositivos a Anaplasma spp y 7 pacientes negativos”
(p-18), resultados un poco similares a los obtenidos en esta investigacion.

De la misma forma, Cepeda y Zapata (2013) “obtuvieron 41 pacientes seropositivos a
Ehrlichia spp, 16 pacientes con una comorbilidad de Ehrlichia spp y Anaplasma spp, 1
paciente seropositivo a Anaplasma spp y 57 pacientes negativos” (p. 20). Ambos
estudios utilizaron para el diagnostico la prueba de ELISA marca IDEXX, Snap 4Dx
Plus, pero ninguno demostrd infecciones provocadas por Borrelia burgdorferi y
Dirofilaria immitis.

Es importante destacar que las pruebas serologicas de ELISA, como el Snap 4Dx Plus
ha demostrado ser una prueba prometedora para la identificacion de hemopatdégenos
“al tener una sensibilidad y especificidad para Ehrlichia spp, Anaplasma spp, Borrelia
burgdorferi'y Dirofilaria immitis del 93.4% - 96.8%, 94.1% - 98.4%, 95.5% - 99.4% y
98% - 100%, respectivamente” (IDEXX, 2022).

Sin embargo, a pesar de que las pruebas serolégicas son las mas utilizadas en la
actualidad, presentan importantes limitaciones. Debido a que, “no son utiles para
determinar el estado de la enfermedad ni para confirmar la eliminacion del agente en
el organismo luego del tratamiento, ya que los perros pueden mantenerse
seroreactivos mucho tiempo luego de haber eliminado al microorganismo” (Alvarado,
2018, p. 16). El hecho de que un animal sea reactivo en la serologia no significa que
este enfermo, puesto que la presencia de anticuerpos solo revela exposicidon al agente

etiologico.

20



6.2. Prevalencia de pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp del total de

pacientes atendidos con signos clinicos compatibles a hemopatégenos

6.2.1. Prevalencia global

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prevalencia global, 20 pacientes fueron
reactivos a hemopatogenos representando una prevalencia del 67% y 10 pacientes
resultaron no reactivos correspondientes al 33% restante.

Figura 1

Prevalencia global de pacientes seroreactivos a hemopatogenos

67%

m Reactivos No Reactivos

Fuente: Elaboracién propia.

Los resultados de este estudio son similares a los de Alvarado (2018) quien hizo una
determinacién de anticuerpos circulantes contra Ehrlichia canis en perros del barrio
Alvarado, del Municipio de La Ceiba, Honduras “obteniendo un 60% de pacientes
seropositivos y 40% negativos a la prueba de ELISA Snap 4Dx Plus” (p. 22). Sin
embargo, estos resultados difieren un poco a los de Olivares y Altamirano (2019)
quienes muestrearon pacientes del municipio de Managua durante un afio “obtuvieron
una prevalencia del 32.79% seropositivos y 67.21% negativos, destacando que
utilizaron frotis sanguineo para el diagnostico en el 94.83% de los casos y solo el
5.17% restante fue mediante serologia” (p. 13).
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En Barranquilla Colombia, un estudio realizado por Badillo-Viloria et al (2017), sobre
“Infeccion por Ehrlichia canis y Anaplasma spp, obtuvieron una prevalencia global del
34% en los cuales 63 de 184 caninos resultaron positivos” (p. 6028). En México,
Movilla et al (2016) realizé una investigacion sobre “evaluacion seroldgica a nivel
nacional de la prevalencia caninos a hemopatogenos, demostrando que el 36.7%
resultaba positivo a mas de un agente etiolégico” (p. 5).

Este estudio hace referencia a que la prevalencia global del 67% de pacientes
seroreactivos, se obtuvo mediante la identificacion de pacientes con signos clinicos
compatibles a hemopatdgenos, junto a la alta sensibilidad y especificidad de la prueba
de ELISA para detectar niveles de anticuerpos. Sin embargo, la garrapata como vector
juega un papel esencial debido a que necesita condiciones medioambientales
especificas para su supervivencia como la temperatura, humedad y numero de horas

luz al dia, caracteristicas idoneas que reune Nicaragua.

6.2.2. Prevalencia por tipo de hemopatoégeno

Respecto al numero de pacientes reactivos la prevalencia mas alta fue para Ehrlichia
spp con un 57%, seguido de una comorbilidad entre Ehrlichia spp y Anaplasma spp
con 7%, Anaplasma spp con 3% y pacientes negativos a hemopatdégenos con un 33%.

Figura 2

Prevalencia por tipo de hemopatogeno

33%

57%

.

7%

3%

Ehrlichia spp Ehrlichia spp y Anaplasma spp Anaplasma spp  mNegativos

Fuente: Elaboracién propia.



Estos resultados son similares a los obtenidos por Ramos y Fajardo (2022) en su
estudio sobre “Determinacion de ehrlichiosis canina en Rivas, Granada, Masaya y
Carazo mediante prueba de ELISA indirecta donde obtuvieron una prevalencia del
68.68% con ehrlichiosis, 18.18% ehrlichiosis y anaplasmosis, 10.10% ehrlichiosis y
dirofilariasis y un 3.03% con ehrlichiosis, dirofilariasis y anaplasmosis” (p. 43).
Sin embargo, los resultados difieren un poco a los obtenidos por Miranda y
Ganga (2023) en el estudio realizado sobre prevalencia de hematogenos en
pacientes caninos referidos de la clinica veterinaria Gutiérrez mediante
deteccion serologica en Managua, donde el 47% fueron positivos a Ehrlichia
spp, un 23% mostrd una infeccion mixta de Ehrlichia spp y Anaplasma spp, un
7% fue positivos a Anaplasma spp y el 23% restante negativos. (p. 18)

De manera similar, en Ecuador, Tutacha (2016) “obtuvo una prevalencia de pacientes
ehrlichiosis del 50%, ehrlichiosis en asociacidén con anaplasmosis del 18%, ehrlichiosis
en asociacion con dirofilariasis del 5%, anaplasmosis unicamente 3% y un 24% fueron
pacientes negativos” (p. 27). En Colombia, Cepeda y Zapata (2013) hicieron una
“‘Deteccion serologica de hemoparasitos y Dirofilaria immitis obtuvieron una
prevalencia del 35.6% de pacientes con Ehrlichia spp, 0.8% con Anaplasma spp,
13.9% una coinfeccion de Ehrlichia spp y Anaplasma spp y 49.56% de pacientes
negativos” (p. 20).

Es importante destacar que en la mayoria de los estudios la prevalencia resulta
siempre mas alta para Ehrlichia spp en comparacion a otros hemopatdégenos como
Anaplasma spp, Borrelia burgdorferi, etc., probablemente se deba a las diferencias
entre las prevalencias de los vectores, dado que es relativamente comun encontrar
Rhiphicephalus sanguineus, Amblyomma spp y Dermacentor spp quienes transmiten
E. canis, E. chaffensis, E. ewingii y A. platys a diferencia del género Ixodes spp que
transmite A. phagocytophylun, por lo que existe la posibilidad de infeccion por 3

diferentes tipos de Ehrlichia spp en comparacion a 1 de Anaplasma spp.

Segun Gray et al (2013) “Rhiphicephalus sanguineus es una de las especies mas
extendida de garrapatas y tiene una distribucion cosmopolita, pero es mas frecuente
en las regiones tropicales y subtropicales” (p. 171). “El género Amblyomma spp se
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limita a lugares con climas lluviosos, pero también en regiones tropicales y
subtropicales. En cambio, Dermacentor spp se encuentra en lugares con cubiertas
densas de arbustos y arboles, en vegetaciones con robles y pinos” (Farkas et al., 2013,
p. 18). “Ixodes spp por su parte prefiere los climas calidos y humedos, vegetacion
densa, preferiblemente sombreada, caducifolias o mixta” (Van et al., 2020, p. 4;
Hajdusek et al., 2013, p. 5).

Desde otro punto de vista “es comun encontrar coinfecciones mixtas de Ehrlichia spp
junto a Anaplasma spp, Dirofilaria immitis, Babesia spp y Hepatozoon canis, que
pueden exacerbar el cuadro clinico” (Snellgrovea et al., 2020, p. 1; Attipa et al., 2016,
p. 10; Lauzi et al., 2016, p. 966; Ramsey y Tennat, 2015, p. 113). Segun Olivares y
Altamirano (2019) “E. canis y A. platys comparten el mismo vector (R. sanguineus), los
perros pueden infectarse con ambos organismos, ya sea simultanea o
secuencialmente” (p. 17). “De la misma manera, el sexo, edad y raza no son factores
predisponentes para padecer una hemoparasitosis, basta con haber tenido contacto
con el vector” (Arostegui y Maldonado, 2017, p. 31).

En Nicaragua actualmente no tenemos estudios que nos indiquen la prevalencia
nacional de hemopatdgenos, a pesar de contar con las caracteristicas climatologicas
idoneas para la supervivencia y desarrollo de vectores. Sin embargo, la prevalencia
de enfermedades infecciosas en caninos puede variar con el tiempo, debido a diversos
factores como el cambio climatico, movimientos poblacionales de animales y medidas
de control de vectores implementadas por los duefios de mascotas y autoridades de

salud animal.
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6.3. Glomerulonefritis desarrollada en pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp

“La ehrlichiosis generalmente no se relaciona con insuficiencia renal. Sin embargo,
investigaciones han evidenciado que la acumulacién de inmunocomplejos en los
rinones puede provocar inflamacion en los glomérulos y aumentar la presencia de
proteinas en orina” (Silva' et al., 2016, p. 3; Qurollo et al., 2018, p. 625; Goldstein et
al., 2013, p. 60). Por ello, es importante destacar que “las enfermedades que afectan
al glomérulo son una de las causas mas importantes de fallo renal, tanto en humanos

como animales” (Cianciolo et al., 2015, p. 2; Polzin y Cowgill, 2013, p. 2).

La Ehrlichia spp desencadena proteinuria cuando las proteinas plasmaticas,
especialmente la albumina, se pierden a través de los capilares glomerulares.
Esta se considera un indicador de enfermedad glomerular junto a las
alteraciones bioquimicas (azotemia) ya que representan un dafo progresivo en
los glomérulos y los tejidos tubulointersticiales. (Esquinas, 2020, p. 19;
Londofio, 2022, p. 196)

Burton et al (2020) “apoya la asociacion entre la infeccion por Ehrlichia spp y la
enfermedad renal. Su estudio demuestra que un perro seropositivo a Ehrlichia spp
tiene un riesgo del 112% de desarrollar enfermedad renal crénica” (p. 164). De la
misma forma, Crivellenti ef al (2021) “acuiia que la patologia renal en caninos asociada
a ehrlichiosis subclinica genera expansion de la matriz mesangial glomerular,

proliferacion mesangial y arterioesclerosis glomerular hialina” (p. 8).

En este estudio 17 pacientes fueron seroreactivos a Ehrlichia spp y 2 presentaron una
comorbilidad entre Ehrlichia spp y Anaplasma spp. De estos 19 pacientes, al 53%
(10/19) cumplia con los criterios de inclusion, por ende, se midio la presién arterial y
se realizé bioquimica sanguinea que comprendia creatinina sérica y UP/C, el 26%
(5/19) presentaba sedimento activo y un 21% (4/19) no tuvo acceso a panel
bioquimico, por lo que fueron excluidos. De los 10 pacientes que fueron estudiados,
70% eran proteinuricos, 20% presentaba proteinuria a limite, 40% tenian azotemia y

un 20% eran hipertensos.
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Figura 3

Fisiopatologia de la glomerulonefritis asociada a Ehrlichia spp

Garrapata parasita al canino Transmision de Ehrlichia spp Ingresa por endocitosis
Carece LPS - PTGy no se activan los PAMPs Monocitos, linfocitos, promielocitos y metamielocitos
Replicacién y dafo tisular Conduce a bacteriemia Multiplicacion por fisién binaria
S. linfatico, higado, bazo, pulmén, rifién, endotelio... Propagacion de mérulas Cuerpos elementales, iniciales y morulas

Formacién de inmunocomplejos

Van a los capilares glomerulares, células sanguineas y endotelio

l

Activan la via clasica del complemento

El IC reacciona con C1q que adquiere actividad de proteasa, actuando sobre C1ry C1s, estos sobre C4 y C2 que con sus sustratos moleculares forman C4a, C4b, C2ay
C2b. C4b junto a C2a estimulan a C3-convertasa, esta hidroliza a C3 para que de origen a C3ay C3b. El fragmento de C3b junto a C3-convertasa dan origen a C5-convertasa,
que hidroliza a C5 para formar C5b y C5a. El dafio es causado por el CAM formado por los complementos C5b, C6, C7, C8 y un polimero de C9, provocando lisis celular.

Cbha Inflamacion Vasodilatacién — edema — migracion de células - liberacion mediadores inflamatorios — tejido cicatrizal
3 Liberen oxido nitrico i : :
Macrofagos Y bombexano Aumenta permeabilidad de la MBG - proteinuria
Neutrdfilos Fagocitan IC Liberan el contenido de sus granulos
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Edema - Ascitis lPresién coloidosmética
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el TGF-B: fibronectina, colageno y proteoglucanos

Glomerulonefritis membranoproliferativa por
formacion de inmunocomplejos

Nota: figura elaborada a partir de Inmunologia Veterinaria (p. 359), por Tizard, 2019,
ELSEVIER y Ehrlichiosis Canina (p. 5), por Gutiérrez et al 2016, SABER. LPS:
lipopolisacaridos, PTG: peptidoglicano, PAMPs: patrones moleculares asociados a
patégenos, CAM: complejo de ataque a la membrana, MBG: membrana basal
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glomerular, IC: inmunocomplejos, SRAA: sistema renina angiotensina aldosterona,

TFG: tasa de filtracidn glomerular y TGF-B: factor de crecimiento transformante B.

De ellos, dos pacientes presentaron enfermedad glomerular nivel Il B y Ill C con
proteinuria renal persistente, azotemia, hipertension marcada (con y sin lesion en
organo diana) e hipoalbuminemia (sin edema y eventos tromboembdlicos), segun la
clasificacion del consenso para la investigacion diagndstica de caninos con sospecha
de enfermedad glomerular de la Sociedad Internacional de Interés Renal. El paciente
nivel Il C fallecié y la causa de muerte se asocio a injuria renal aguda y emergencia
hipertensiva.

Tabla 8

Perfil bioquimico de 10 pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp con sospecha de

glomeruloneffritis
Paciente UP/C PAS Creatinina
(mm/Hg) (mg/dL)
PO01 5.79 182 10.64
P002 0.8 134 0.6
PO03 0.03 132 1.3
P0O05 1.32 136 1.25
P0O06 0.20 130 1.8
P0O10 2.27 133 1.3
PO11 6.35 130 1.4
PO15 1.82 160 3.7
P028 0.37 128 1.0
P0O30 1.75 135 0.8

Nota: valores de referencia UP/C: Relacién Proteina/Creatinina Urinaria segun IRIS
(2023) (<0.2 = normal, 0.2 — 0.5 = limite de proteinuria y >0.5 = proteinuria); PAS:
Presion Arterial Sistolica segun ACVIM (2018) (<140 mm/Hg = normotenso, 140 — 159
mm/Hg = prehipertenso, 160 — 179 mm/Hg = hipertenso y >180 mm/Hg = severamente
hipertenso) y Creatinina segun IRIS (2023) (<1.4 mg/dL = normal). Elaboracion propia.
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Figura 4

Valores de media y desviacion estandar de las variables proteinuria, presion arterial

sistolica y creatinina

160
140
120
100
80
60

40
20 17.31
2.07 2.23 237 3.02

UP/C PAS CREA

140

0

Il Media | Desviacion Estandar

Nota: UP/C: Relacion Proteina/Creatinina Urinaria, PAS: Presion Arterial Sistdlica y

CREA: Creatinina. Elaboracion propia.

Los valores de media y desviacidn estandar para la relacion proteina/creatinina
urinaria, presion arterial sistolica y creatinina en pacientes seroreactivos a Ehrlichia
spp obtenidos en este estudio, sirve para orientarnos como método de diagnostico en
los procesos de sospecha de glomerulonefritis.

“La proteinuria es un sello reconocido de enfermedad glomerular en perros” (Littman
et al., 2013, p. 19; Nelson y Couto, 2020, p. 675). “El UP/C > 0.5 indica proteinuria
clinicamente significativa y > 2.0 se considera sugestivo de enfermedad glomerular”
(Schneider et al., 2013, p. 74). “La proteinuria es causada por los depdsitos de
inmunocomplejos en las paredes de los capilares glomerulares, alterando de esta
forma la barrera de filtracion glomerular” (Purswell et al., 2020, p. 2). A su vez, “se
asocia con la progresion de la enfermedad renal y aumentos consecuentes en el indice

de mortalidad por hipertension y enfermedad renal cronica” (Acierno et al., p. 1808).

“En la glomerulonefritis la hipertension arterial aparece debido a la retencién de sodio
por la hormona antidiurética, activacion del SRAA que también retiene sodio y la
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alteracion de la liberacion normal de los vasodilatadores renales” (Nelson y Couto,
2020, p. 685). “Rara vez suele ser la causa principal de proteinuria” (Littman et al.,
2013, p. 22) sin embargo, “se asocia comunmente a la misma con alteraciones
histolégicas renales en humanos, perros y gatos” (Acierno et al., p. 1808). Como
resultado por su efecto sostenido en el tiempo “puede generar lesiones en los
podocitos y glomeruloesclerosis focal segmentaria” (Cianciolo et al., 2013, p. 19).

En cambio, para que se dé un aumento significativo de la creatinina “debe de haber
una pérdida de la masa renal funcional mayor al 70% y una disminucion de mas del
10% de la tasa de filtracion glomerular para la deteccion sérica de este analito,
retrasando de esta forma la deteccion temprana de la enfermedad renal” (Silva’ et al.,
2016, p. 8). A su vez, “se sabe que la hipertension arterial no esta relacionada con las
concentraciones de creatinina sérica, pero si con el uso de antihipertensivo” (Acierno
et al., p. 1809) puesto que “los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
causan vasodilatacion preferencial de la arteriola eferente, lo cual reduce la presion

glomerular y la tasa de filtracion glomerular” (Londofio, 2022, p. 164).

Segun Silva' et al (2016) en su estudio sobre cambios histoldgicos renales en perros
naturalmente infectados con Ehrlichia canis “obtuvo glomerulopatias en el 100% de
los casos; la glomerulonefritis membranoproliferativa se representé en el 83.33% de
los casos y el 16.67% restante mostroé glomerulonefritis proliferativa. Destacando que
la glomerulonefritis membranoproliferativa tiene mal prondstico y progresa en

enfermedad renal terminal” (p. 8).

En Estados Unidos, un estudio retrospectivo sobre hallazgos clinico —
patoldgicos en pacientes caninos naturalmente infectados con Ehrlichia ewingii
obtuvo un 17.1% de pacientes con enfermedad renal (7/41), siendo el hallazgo
mas relevante en la investigacion. En el panel bioquimico de estos pacientes
habia un aumento de las concentraciones de Dimetilarginina Simétrica (SDMA)
creatinina y UP/C con sedimento inactivo, a los pacientes proteinuria se les
midio la presion arterial y el 70% eran normotensos. (Qurollo et al., 2018, p. 8)
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Schneider et al (2013) en su estudio sobre prevalencia de glomerulonefritis
inmunomediada en perros biopsiados con sospecha de enfermedad glomerular,
“obtuvo una prevalencia de glomerulonefritis inmunomediada del 48.1%, 20,6% con
glomeruloesclerosis, amiloidosis con 15.2%, la glomerulopatia por complejos no
inmunes fue del 9.0%, nefropatia sin inmunocomplejos el 4.8% y 2.4% tenian
enfermedad tubulointersticial primaria® (p. 67). De la misma forma, Purswell et al
(2020) acuia que “existe una relacion causal entre las enfermedades transmitidas por
vectores y proteinuria, su estudio muestra que el 34% de los pacientes proteinuricos
estuvo expuesto a mas de una enfermedad transmitida por vector y de ellos, un 12%
fue Ehrlichia spp” (p. 1).

“No hay estudios a gran escala que definan la prevalencia de glomerulonefritis en
perros con evidencia clinica de enfermedad glomerular” (Schneider et al., 2013, p. 68).
Con los resultados obtenidos en este estudio sobre los pacientes con glomerulonefritis
asociada a Ehrlichia spp, se demostro la hipotesis investigativa planteada para el
estudio, misma que indica que los pacientes caninos (Canis lupus familiaris)
seroreactivos a Ehrlichia spp desarrollan glomerulonefritis con hallazgos clinicos de
relacion UP/C > 0.5.
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VII. CONCLUSIONES

Se identificaron 17 pacientes seroreactivos a Ehrlichia spp, 2 pacientes presentaron
una comorbilidad de Ehrlichia spp y Anaplasma spp, 1 paciente fue seroreactivos a
Anaplasma spp y 10 pacientes negativos, con la prueba de ELISA marca IDEXX Snap
4Dx Plus. Sin embargo, el hecho de que un paciente sea reactivo en la serologia no
significa que este enfermo, puesto que la presencia de anticuerpos solo revela

exposicion al agente etioldgico.

La prevalencia global de pacientes seroreactivos a hemopatogenos fue del del 67%,
donde la identificacién se enfatizo en pacientes con signos clinicos compatibles a
hemopatoégenos, de ellos, un 57% correspondia a Ehrlichia spp, seguido de 7% una
comorbilidad entre Ehrlichia spp y Anaplasma spp y un 3% de Anaplasma spp. Estos
resultados destacan una alta prevalencia de Ehrlichia spp en comparacién a otros
hemopatégenos, efecto que probablemente se deba a las diferencias entre la
distribucion de los vectores.

Los pacientes con sospecha de glomerulonefritis asociada Ehrlichia spp, un 70%
(7/10) mostro proteinuria, 20% (2/10) mantenian una proteinuria a limite, 40% (4/10)
tenian azotemia y un 20% (2/10) eran hipertensos. Hallazgos encontrados debido a
los efectos del depédsito de inmunocomplejos en las paredes de los capilares
glomerulares alterando la barrera de filtracion glomerular, efectos compensatorios de
organismo, disminucion de la tasa de filtracion glomerular y perdida de la masa renal

funcional.

Los resultados obtenidos en este estudio sobre los pacientes con glomerulonefritis
asociada a Ehrlichia spp demuestran la hipotesis investigativa planteada, misma que
indica que los pacientes caninos (Canis lupus familiaris) seroreactivos a Ehrlichia spp

desarrollan glomerulonefritis con hallazgos clinicos de relacién UP/C > 0.5.
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VII. RECOMENDACIONES

Para el diagndstico de enfermedades transmitidas por vectores como Ehrlichia spp,
utilizar pruebas con mayor sensibilidad y especificidad como Inmunofluorescencia

Indirecta (IFI) y Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

Realizar investigaciones sobre los vectores capaces de transmitir ehrlichiosis canina
en diferentes estaciones del afo, para confirmar su influencia en la prevalencia de la

enfermedad.

Dar continuidad a esta investigacion tomando en cuenta otros parametros del perfil
bioquimico como la concentracion de albumina sérica, nitrdgeno ureico en sangre

(BUN por sus siglas en inglés) y colesterol.
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Anexo B

Total de pacientes muestreados en Hospital Veterinarios Asociados durante abril a

Junio del 2023

Paciente Resultado Snap 4Dx Plus Observaciones
P0O0O1 Ehrlichia spp -
P002 Ehrlichia spp -
P0O03 Ehrlichia spp - Anaplasma spp -
P004 Ehrlichia spp Sedimento activo
P0O05 Ehrlichia spp -
P0O06 Ehrlichia spp -
POO7 Negativo -
P0O08 Ehrlichia spp - Anaplasma spp Sedimento activo
P0O09 Ehrlichia spp Sedimento activo
P0O10 Ehrlichia spp -
P0O11 Ehrlichia spp -
P012 Ehrlichia spp Sin panel bioquimico
P013 Ehrlichia spp Sin panel bioquimico
P014 Negativo -
P015 Ehrlichia spp -
P0O16 Negativo -
PO17 Ehrlichia spp Sedimento activo
P018 Negativo -
P019 Negativo -
P020 Negativo -
P021 Ehrlichia spp Sin panel bioquimico
P022 Anaplasma spp -
P023 Negativo -
P024 Negativo -
P025 Ehrlichia spp Sin panel bioquimico
P026 Negativo -
P027 Ehrlichia spp Sedimento activo
P028 Ehrlichia spp -
P029 Negativo -
P0O30 Ehrlichia spp -

Fuente: Elaboracién propia.
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