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RESUMEN

El presente estudio se realiz6 en la ciudad de Trujillo en 20 Canis
familiaris, adultos, con ehrlichiosis de ambos sexos y diferentes razas,
diagnosticados mediante el test de ELISA, tratados con doxiciclina oral a
dosis de 10 mg/kg, cada 24 horas por un periodo de 14 dias, a quienes se
les realizo la cistocentesis ecoguiada para la obtencién de muestras
estériles de orina, con la finalidad de evaluar las alteraciones en el
uroanalisis a los 7 y 14 dias post tratamiento. El aspecto urinario no mostro
variaciones desde el inicio hasta el final de la investigacion, la densidad
urinaria mostrg inicialmente orinas hipostenuricas, que alcanzaron a ser
normostenuricas, al dia 7, y se mantienen hasta el final del tratamiento. En
el sedimento urinario, se evaluaron los leucocitos, hematies, células
epiteliales y cilindros, no hallando diferencias estadisticas en leucocitos y
células epiteliales durante el periodo de estudio, sin embargo los hematies,
mostraron variaciones estadisticas, evidenciando una disminucion, de
manera similar sucede con los cilindros, mostrando una dramatica
disminucion hasta el final del tratamiento. La cristaluria mostro una
marcada disminucion en el porcentaje de cristales al final del tratamiento.
La bioquimica urinaria, que incluyé el estudio del pH, urobilinogeno y
bilirrubina no mostré cambios significativos durante el tratamiento, sin
embargo los cuerpos cetonicos, se incrementaron a partir del dia 7. La
proteinuria mostro una marcada disminucién al final del tratamiento. Se
concluye que la doxiciclina como tratamiento de primera eleccion a dosis
escrita de 10 mg/kg cada 24 horas muestra concluyentes mejoras en los

parametros urinarios de Canis familiaris con ehrlichiosis.



ABSTRACT

The present study was performed in the city of Trujillo in 20 Canis
familiaris, adults, with ehrlichiosis of both sexes and different races,
diagnosed by the ELISA test, Treated with oral doxycycline at doses of 10
mg / kg, every 24 hours for a period of 14 days, who underwent ecoglycated
cystocentesis to obtain sterile urine samples, in order to evaluate alterations
in uroanalysis At 7 and 14 days post treatment. The urinary aspect did not
show variations from the beginning to the end of the investigation, the
urinary density initially showed urines hyposostenuric, which became
normostenuric at day 7, and are maintained until the end of the treatment.
In the urinary sediment, the leukocytes, red cells, epithelial cells and
cylinders were evaluated, not finding statistical differences in leukocytes
and epithelial cells during the study period, however the red cells showed
statistical variations, evidencing a decrease, similarly happens with The
cylinders, showing a dramatic decrease until the end of the treatment.
Crystaluria showed a marked decrease in the percentage of crystals at the
end of treatment. Urinary biochemistry, which included the study of pH,
urobilinogen and bilirubin did not show significant changes during treatment,
however, ketone bodies increased after day 7. Proteinuria showed a marked
decrease at the end of treatment. We conclude that doxycycline as a first
choice treatment at a written dose of 10 mg / kg every 24 hours shows
conclusive improvements in the urinary parameters of Canis familiaris with

ehrlichiosis.



.  INTRODUCCION

Las infecciones transmitidas por vectores tienen gran
relevancia dentro de las enfermedades que afectan a la poblacién canina,
siendo una de las principales la ehrlichiosis canina; quedando demostrada
la existencia de una seroprevalencia en nuestra realidad nacional; se
recolectaron muestras de 140 caninos al azar en los distritos de chorrillos,
la molina y san juan de Miraflores de los cuales se obtuvo una prevalencia

de 16.5% para Ehrlichia canis (Adrianzén y otros, 2003).

El agente etiologico de esta enfermedad es la E. canis,
bacteria Gram negativa, intracelular obligada, cuyo vector es la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (R. sanguineus), la cual actia como vector de

esta enfermedad (Mac Bride y otros, 2001).

Como parte de la terapéutica de ésta infeccion, el uso de la
doxiciclina es el antimicrobiano de primera eleccién, que ha demostrado

eficacia para la erradicacion de la infeccion (Eddlestone y otros, 2007).

La ehrlichiosis canina es una enfermedad que provoca
infecciones multisistémicas en el individuo afectado, dentro de los 6rganos
blanco méas afectados tenemos el bazo, higado, rifiones, articulaciones,

entre otros (Harrus y Waner, 2011).

La glomerulonefritis es una de las afecciones secundarias de
ésta enfermedad, que produce una inflamacion e infeccion de la corteza
renal, produciendo orinas con pérdida proteica, lesiones glomerulares

expresadas con cilindruria y un sedimento activo (Less y otros, 2005).



Por lo anteriormente expuesto, la presente investigacion
pretende demostrar que pacientes con E. canis presentan alteraciones

renales, las mismas que seran demostradas mediante el uroandlisis.

En la actualidad en la ciudad de Trujillo, Perd, no se han
encontrado antecedentes de trabajos de investigacion que abarquen este
aspecto de la enfermedad.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Ehrlichiosis agente etioldgico y distribucion geografica

Ehrlichia canis es el agente causal de la ehrlichiosis canina
mononuclear, y tiene amplia distribucion mundial, principalmente en areas
tropicales y subtropicales. Su presencia ha sido demostrada mediante
diferentes estudios por diagnostico serologico de ELISA e
inmunofluorescencia (IFA): en Brasil con 44,7% en pacientes caninos de
areas rurales. (Costa y otros, 2007) y de un 23 % en una poblacion de
hospital urbano (Trapp y otros, 2006); en México con el 44.1% (Rodriguez
y otros, 2005); en Peru, Espafia y los Estados unidos con el 42.3% en 2004
y del 49.3% (Yabsley y otros, 2008).

2.2. Diagnostico clinico

En caso de una infeccion por Ehrlichia canis, el diagnostico suele
basarse en un conjunto de sintomas y diversas anormalidades
hematoldgicas, asi como alteraciones seroldgicas y bioquimicas del animal,
teniendo en cuenta que uno de los principales signos para una sospecha
de ehrlichiosis canina es la presencia del agente vector. El conjunto de
sintomas suele ser muy variado, que van desde fiebre alta, depresion,
letargo, anorexia, linfadenomegalia, esplenomegalia, diversas tendencias
hemorragicas. En casos mayormente crénicos suele mostrar petequias,
equimosis y epistaxis. Las lesiones oftalmologicas mas comuinmente
descritas incluyen uveitis, hemorragias retinales, infiltraciones
perivasculares en la retina, la ceguera puede llegar como resultado de un
desprendimiento de retina. Manifestaciones neurolégicas y sintomas
neuroldgicos pueden llegar como resultado de una meningitis (Harrus y
Waner, 2011).



2.2.1. Diagndstico de laboratorio

Para el diagnostico de laboratorio encontramos una serie de
analisis que se ven indicados para perros gue presenten la sospecha de la
infeccion por Ehrlichia canis, como el hemograma, ELISA, uroanalisis, etc.
(Harrus y Waner, 2011).

Sainz y otros (2015), reporta que los principales hallazgos de
laboratorio en perros infectados con ehrlichiosis canina se encontraron
neutropenia, neutrofilia, linfopenia, monocitosis, linfocitosis granular (poco
comun), trombocitopenia, trombocitopatias, pancitopenia,
hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipergamaglobulinemia,
hipoalbuminemia, proteinuria, azotemia renal e incremento medio en

enzimas hepaticas.

2.3. Ehrlichiosis caninay vasculitis

La vasculitis como inflamacidon de vasos sanguineos, muestra
ser relativamente frecuentes en la especie canina, las cuales pueden tener
variedad de agentes causales, en este caso la vasculitis infecciosa se da
en procesos bacterianos sistémicos como en el caso de la ehrlichiosis
canina. En este caso la glomerulonefritis y la vasculitis se encuentran
caracterizadas por la infiltracion de células mononucleares en los rifiones
de los animales infectados (Botelho y otros, 2003). En los hallazgos
histopatoldgicos del mismo autor describe haber observado una vasculitis
mononuclear, ademas de una moderada a severa histocitosis sinusal y

eritrofagocitosis.

Por general se describe infiltraciones de células mononucleares
ademas de los riflones en el septo alveolar dando una evidencia de

vasculitis en los pulmones (Botelho y otros 2003).



Los perros infectados con E. canis muestran niveles de proteina
dentro de los rangos normales, vasculitis generalizada, hecho que
contribuye a la patogenicidad de la enfermedad (Dijk, 1971; Simpson,
1974).

2.4. Glomerulonefritis en ehrlichiosis canina

Actualmente se acepta que la mejor forma de evaluar la funcién
renal de modo global es mediante el calculo de la tasa de filtracion
glomerular (TFG), porque la TFG esta directamente relacionada con la
masa renal funcional (Cortadellas, 2010)

En condiciones ideales las sustancias utilizadas para evaluar la
filtracion glomerular deberian ser filtradas libremente a través del glomérulo
y no sufrir secrecion ni reabsorcion tubular, ni excrecion extra renal. En la
préactica clinica habitual los indicadores indirectos de la TFG mas utilizados

son la urea y creatinina (Cortadellas, 2010).

La glomerulonefritis y la nefropatia con pérdida de proteinas han
sido asociadas ya a la infeccion crénica con ehrlichiosis canina
(Cortadellas, 2010).

Los signos clinicos que se asocian a las glomerulopatias varian
mucho, dependiendo de la intensidad de la proteinuria y la presencia o
ausencia de insuficiencia renal. Muchos animales con glomerulopatias
estan asintomaticos y la proteinuria se descubre durante una exploracion
sistematica. Dentro de las glomerulopatias descritas en perros tenemos la:
amiloidosis, glomeruloesclerosis segmentaria focal, glomerulonefritis,
glomerulonefritis proliferativa, nefropatia por IgA, glomeruloesclerosis,
nefritis  hereditaria, nefritis l0pica, glomerulopatias membranosa,

glomerulopatias con cambios minimos. En las enfermedades que se han



observado asociadas a glomerulopatias en los perros se encuentra a E.
canis como productor de glomerulonefritis (Ettinger y Feldman, 2007).

La insuficiencia renal no es tipicamente asociado con la
ehrlichiosis canina. En teoria, sin embargo, la deposicién de antigeno —
anticuerpo de los complejos inmunes pueden resultar en la
glomerulonefritis, la cual si es un predisponente a sufrir una insuficiencia

renal en perros afectados (Frank y Breitschwerdt, 1999).

Se describen como las enfermedades mas comunmente
asociadas con glomerulonefritis en perros a: endocarditis bacterial,
brucelosis, dirofilariosis, piometra, borreliosis y la ehrlichiosis canina
(Grauer, 2005).

Por lo anteriormente expuesto, es conocido que la infeccion por
ehrlichiosis canina conlleva a un dafio renal, produciendo una
glomerulonefritis caracterizada por una infiltracion intersticial mononuclear
(Botelho y otros, 2003).

En una evaluacién estructural se revelo la distorsion y la fusion
de los procesos de los podocitos y el aumento de microvellosidades en los
mismos podocitos. Estos cambios morfologicos fueron consistentes con
fugas glomerulares transitorias de la proteina de una magnitud que
contribuiria significativamente a la hipoalbuminemia durante la infeccion

aguda por E. canis. (Codner y otros, 1992).

En casos de ehrlichiosis canina normalmente se trata de
erradicar al agente causal del organismo del animal infectado, sin embargo,
existen reportes de muerte por fallo renal en pacientes diagnosticados con
ehrlichiosis y glomerulonefritis un afio después de su tratamiento. (Frank y
Breitschwerdt, 1999).



2.5. Ehrlichiosis y dafo renal

En la infeccion por E. canis se genera un dafio multisistémico en
el organismo del individuo afectado. En el caso de los rifiones se
caracterizan por presentar una glomerulonefritis por infiltracion

mononuclear intersticial. (Botelho y otros, 2003).

Se atribuye mayormente que las lesiones renales puedan
deberse a alteraciones principalmente circulatorias y/o alteraciones
inmunomediadas, es ya conocido que en la infeccién por Ehrlichia canis
altera las funciones hematologicas y circulatorias. (Reardon y Pierce,
1981).

Hallazgos patolégicos descritos por Hildebrandt (1973),
describen petequias, hemorragia en el tejido subcutaneo de los érganos
incluyendo los rifiones. En la observacion microscopica renal se denota
infiltraciones de células linforeticulares y células plasmaticas. Tal infiltracion
celular y la proliferacion de linfocitos modifican la arquitectura microscopica

de ganglios linfaticos, bazo y rifones (Reardon y Pierce, 1981; Valli, 1993).

Sainz y otros (2015), en su estudio de vectores y parasitos
describe la azotemia renal presente en casos de ehrlichiosis canina como
uno de los principales factores demostrativos de problemas renales. En el
mismo estudio, se recomienda la fluidoterapia como tratamiento
coadyuvante en casos de ehrlichiosis canina, siempre que se encuentre

una enfermedad renal secundaria como resultado de la infeccién.

Botelho y otros (2003), realiz6 la necropsia de 30 perros
infectados con ehrlichiosis canina, hallando palidez en la mucosa de los

tejidos de higado y rifiones en la mayoria de los casos.



2.6. Ehrlichiosis y uroandlisis

El analisis de orina forma parte de una evaluacion completa de
la salud del paciente; sobre todo en los animales enfermos. Es esencial en
ejemplares con un problema de las vias urinarias. Una de las ventajas es
gue es facil de realizar y econémico y ofrece informacion importante en

pacientes con diversas enfermedades sistémicas (Willard, 2004).

Dentro de la anamnesis del aparato urinario se deben tomar
en cuenta el color: claro, oscuro y turbia. De encontrar hematuria; si es en
toda la orina, al fin de la miccion, sangre fresca, sangre oscura, coagulos,
con disuria, sangre independiente de miccion. Disuria: goteo, chorro fino
tras miccion, presion de miccion, o al final. Incontinencia: con disuria,
perdidas pasivas, con incontinencia fecal, ataxia o paresis (Grindemy otros,
1990).

Dentro de las caracteristicas fisicas del uroanalisis la orina
normal es de amarillo a ambar, la profundidad del color esta en relacion al
volumen y concentracién de la orina, en el caso de hematuria la orina es
roja; se observa una orina turbia y normalmente se aclara al centrifugarla.
La transparencia es generalmente clara cuando se acaba de expulsar, pero
puede volverse turbia por precipitacion de sales, a temperatura ambiente o
refrigeracion. La causa de turbidez siempre deberia identificarse
microscopicamente. Las causas incluyen: cristales, células, mucus,

bacterias, cilindros y espermatozoos (Latimer y otros, 2005).

En el estudio realizado por Frank y Breitschwerdt (1999) de 62
animales infectados con ehrlichiosis canina la proteinuria fue identificada a
través de una prueba cualitativa de proteina en 49 especimenes. Se
determind una relaciéon de creatinina de 19 perros en los cuales los

sedimentos no eran inflamatorios. La proteina en la orina (creatinina en



orina) vario desde 0,3 hasta 23; 7 perros de los cuales tuvieron valores
superiores. En los perros restantes con analisis urinario se informo que solo
3 perros presentaban hematuria, sin embargo fue evidente una hematuria

microscopica en el analisis de orina de 35 perros.

Villiers y Blackwood (2012), reportan proteinuria, densidad baja
y bacteriuria, como alteraciones comunes en el uroandlisis de pacientes
con Ehrlichia canis. No se reportan alteraciones en el pH, glucosa y

urobilinégeno.

Un incremento de la formacion de bilirrubina en las células de
los tubulos renales por hemoglobinuria y un aumento de la conjugacion
hepatica de bilirrubina en caso de hemolisis intravascular puede producir
bilirrubinuria, se conoce que las hemoparasitosis pueden producir hemolisis
intravascular, en el caso de hemoglobinuria no se encontré una correlacion
gue liga a la ehrlichiosis canina con la hemoglobinuria, la presencia de
nitritos en el uroanalisis no se ve asociada a la ehrlichiosis canina , pero si
a la presencia de bacterias reductoras, los leucocitos, normalmente son
neutrofilos y mas de 5 leucocitos en el sedimento urinario son indicativos
de inflamacion en el tracto urogenital que puede ser séptica 0 no séptica
(Latimer y otros, 2005)

2.6.1. Uroanalisis alteraciones en las proteinas

En animales con enfermedad renal resulta fundamental efectuar
un adecuado andlisis de la existencia de proteinuria. Actualmente se
considera que la proteinuria persistente asociada a un sedimento urinario
inactivo es el marcador clinico patolégico de la existencia de enfermedad
renal cronica (ERC). Ademas la existencia de proteinuria puede tener
repercusiones fisiopatoldgicas mas o menos severas, como la caida de la

presién oncotica, hipertension arterial, hipercolesterolemia,
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hipercoagulabilidad, debilidad muscular y pérdida de peso, sintoma
presente en la infeccion por E. canis (Cortadellas, 2010).

La presencia de proteinas y otros solutos en la orina depende en
gran medida de la permeabilidad de la barrera de filtracién glomerular. Esta
barrera de capilares glomerulares esta formada por el endotelio fenestrado,
la membrana basal glomerular y las células del epitelio visceral o podocitos,
y permite el paso del agua y solutos de pequefio tamafio, pero impide el
paso de moléculas grandes como las inmunoglobulinas o el fibrindgeno
(Cortadellas, 2010).

Una vez que se ha detectado la existencia de proteinuria, debe
determinarse si esta es fisiolégica/ funcional o patoldgica. La proteinuria
fisioloégica se caracteriza por ser leve y transitoria, y se produce por una
alteracion de la fisiologia renal en respuesta a un proceso externo temporal.
La proteinuria patologica generalmente es persistente (presencia en 2 o0 3
ocasiones consecutivas en un periodo de 2 a 4 semanas). A su vez, y en
funcién de su origen, puede ser pre renal, renal o post renal (Cortadellas,
2010).

La existencia de proteinuria pre renal implica que el plasma
contiene una cantidad anormal de proteinas que atraviesan los capilares
glomerulares, sin que exista una alteracion de la permeabilidad selectiva
de los mismos. Algunas de las proteinas que pueden aparecer en la orina
de animales con proteinuria pre renal son: mioglobina, hemoglobina y

algunas inmunoglobulinas (Cortadellas, 2010).

En la proteinuria post renal, las proteinas proceden de porciones
del tracto urinario distales al rifidn (uréter, vejiga, uretra). Este tipo de
proteinuria generalmente es a consecuencia de la existencia de un proceso
inflamatorio o infeccioso en ese nivel, o bien debido a la existencia de

célculos urinarios. Muchos de estos animales presentan signos clinicos de
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enfermedad urinaria del tracto inferior y un sedimento urinario activo
(Latimer y otros, 2005; Cortadellas, 2010).

La proteinuria renal patolégica es consecuencia de la existencia
de unalesion estructural o funcional o de un proceso inflamatorio intrarrenal
o funcional o de un proceso inflamatorio intrarrenal, y puede ser glomerular,
tubular o intersticial. Cuando una lesiébn glomerular como la
glomerulonefritis, aumenta la permeabilidad glomerular a las moléculas
mas grandes y debido a la saturacion de los mecanismos tubulares de
reabsorcion, se produce una mayor excrecion de proteinas de alto peso
molecular (proteinuria no selectiva). La presencia de grandes cantidades
de proteinas de alto y bajo peso molecular en orina constituye un marcador
valido de la severidad del dafio glomerular y tubular. Dentro de las
principales enfermedades sistémicas como lo es la infeccion por E. canis
(Cortadellas, 2010).

Una de las causas de proteinuria es la inflamacion del tracto
urinario como consecuencia de infeccion bacteriana (Latimer y otros,
2005).

La presencia de proteinas en la orina esta reconocida como uno

de los factores de riesgo de una falla renal crénica (Wehner y otros, 2008).

La proteinuria puede ser causada por cambios en la
permeabilidad vascular de paredes de los capilares glomerulares y/o por
alteracion de la manipulacion tubular de proteinas filtradas. (Lees y otros,
2005); Asi como también esta asociado con la tasa de progresion de la
enfermedad renal, en ambos casos una proteinuria persistente se asocia

con un aumento de la mortalidad (Williams y Coles, 1994).
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La proteinuria, se sugiere que es debido a lesiones renales
inmunomediadas, se ha informado por algunos autores ser un hallazgo

frecuente en los perros con ehrlichiosis canina (Williams y Coles, 1994).

Varella y otros (1997), report6 que las proteinas totales al dia 1,
se encontraron elevadas (10.5 mg/dL), y al dia 12 éstas no mostraron
diferencias estadisticas, sin embargo al dia 360 post infeccidn las proteinas
totales se encontraban dentro del valor de referencia (6.1 mg/dL), sin
embargo lo correspondiente a la albumina desde la infeccion no mostro
alteraciones en sus valores de referencia; no asi con las globulinas, las que
al dia 1 estaban en 6.3 mg/dL, presentando una disminucion a valores

normales desde el dia 90 post infeccion con 4.0 mg/dL.

Respecto al uroandlisis en pacientes infectados con ehrlichiosis
canina, se puede observar que la concentracion de proteina se ve
incrementada significativamente, pero mantenida en la fase aguda. La
proteina se encuentra en niveles altos (8.6) durante la tercera y cuarta
semana posterior a la infeccion. La hipoalbuminemia se ve asociada en la
infeccion canina probablemente con la perdida renal de proteina (Botelho y
otros, 2003).

2.7. Uroanalisis alteraciones en el sedimento

Para examinar el sedimento debemos centrifugar 5 ml de orina
a baja velocidad (1000 a 1500 rpm) durante 5 minutos, con el fin de evitar

al maximo que se produzca dafio en los componentes (Cortadellas, 2010).

En el examen del sedimento un resultado negativo o normal de
la tira reactiva no siempre significa que el sedimento urinario sera normal.
Un uroandlisis completo siempre deberia incluir un examen microscopico

del sedimento, dentro de las células observables en el sedimento describe,
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células epiteliales, eritrocitos, leucocitos y cilindros; de los cuales los
cilindros granulosos son los que aparecen cuando hay hemorragia e
inflamacion renal y glomerular (Latimer y otros, 2005).

Los cilindros de leucocitos se asocian a una inflamacion activa
en los tubulos renales, y los cilindros de eritrocitos a hemorragias renales,
normalmente resultado de traumatismos. Los cilindros con células

epiteliales pueden ser indicativos de dafio renal (Cortadellas, 2010).

Frank y Breitschwerdt (1999) reportaron que el sedimento
observado en un estudio de 62 caninos infectados con ehrlichiosis canina

los sedimentos de orina concurrente eran no inflamatorios.



.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion de la investigacion

La presente investigacion se realizé en la ciudad de Truijillo, en
la Centro Médico Veterinario “Mi Mascota”, lugar en el cual se llevaron a
cabo la toma de muestras de orina, para posteriormente ser analizados en

Dx Vet Laboratorio Clinico e Imagenologia Veterinaria.

3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Biologico

En el presente estudio se trabajé con una muestra de 20
especimenes de Canis familiaris de ambos sexos, adultos, con anamnesis
y signos clinicos seropositivos a ehrlichiosis canina diagnosticados
mediante la técnica de ELISA usando el SNAP 4 Dx; a los que se les realizo
hemograma y tomo muestras de orina, para la realizacion del uroanalisis
completo; a los dias cero, siete y catorce, con la finalidad de determinar las

alteraciones en el uroanalisis.

3.2.2. De campo

- Sistema al vacio para extraccion de muestras sanguineas con
anticoagulante.

- Prueba de ELISA marca Snap 4 Dx plus ®.

- Hipodérmica de 3 ml con aguja 23 G x 1 1/2 “para realizacién de la
cistocentesis.

- Equipo del ultrasonido Sonoscape S6 V equipado con transductor
lineal L 641.
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- Equipo de centrifugado para muestras de orina.
- Microscopio
- Tiras reactivas de orina

- Espectrofotometro manual

3.3. Métodos

3.3.1. Método de ELISA Snap 4DX

Esta es una prueba ELISA que detecta antigeno de Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma platys, Dirofiliaria inmitis anticuerpos para
Borrelia burgdorferi, y anticuerpos para Ehrlichia canis y Ehrlichia ewingii,
en muestras de plasma, suero o sangre completa de canino. El dispositivo
SNAP 4Dx, usa un formato propio de IDEXX, el color se desarrolla en
puntos en la matriz de flujo para proveer los resultados del test, los que se

leen visualmente, método conocido como DOT ELISA.

Los puntos separados son especificos para antigeno de
Dirofiliaria inmitis y anticuerpos para Borrelia burgdorferi y E. canis. Estos
puntos son areas donde se han depositado y secado los anticuerpos para
antigeno de Dirofiliaria inmitis y los antigenos para E. canis y Borrelia
burgdorferi, de tal manera que se uniran a las antigenos de D. inmitis y

anticuerpos de E. canis y Borrelia burgdorferi contenidos en la muestra.

Luego de que los puntos han sido expuestos a la muestra y a
otros reactivos durante la prueba, los puntos se volveran de color azul si la

muestra es positiva, 0 permaneceran sin color si es negativa.

Especificidad 100%
Sensibilidad 99%
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3.3.2. Desarrollo de la técnica de ELISA indirecta.

Las muestras: sangre entera, suero o plasma canino pueden ser

usadas en esta prueba. En este estudio se usard sangre completa

heparinizada.

Procedimiento:
Las muestras se obtuvieron de la vena cefélica mediante
extraccion por puncion.
Se homogenizo la muestra de plasma sanguineo suavemente
invirtiéendola
Utilizando la pipeta proporcionada, se agregd 3 gotas de la
muestra al tubo para muestras.
Manteniendo el frasco en posicion vertical, se agregaron 4
gotas de conjugado al tubo para muestras.
Luego se tapo el tubo y se mezclé bien invirtiéndolo de 3 a 5
veces.
Después se coloco el dispositivo SNAP sobre una superficie
plana. Y se agrego el contenido completo del tubo al pozo para
muestras, se dejara fluir por la ventanilla de resultados.
Después de esperar que la muestra llegue al circulo de
activacion se presiono el activador hasta quedar al nivel con el
cuerpo del dispositivo
El dispositivo se mantuvo en posicion horizontal.

Luego de 8 minutos se procedio a leer el resultado.

3.3.3. Recoleccién de muestra de orina

La toma de muestras de orina realizd por cistocentesis, con el

siguiente procedimiento:
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Se sujeté al perro en una posicion decubito lateral en la mesa de
exploracion.

Se identific al tacto el area donde se encuentra la vejiga, la cual debe
encontrarse plétora de orina.

Se preparo el area a pinzar de manera aséptica, rasurando y lavando.
Se identifico utilizando el ecégrafo la vejiga y se procedio a realizar la
puncion trans abdominal con una aguja numero 23 G x 1 1/2 “y jeringa
de 3 0 5 ml, en un angulo de 45 grados, para luego tomar la muestra de
orina.

Retirar la aguja y colocar una torunda de algodon con alcohol sobre el

area de la puncion.

3.3.4. Examen macroscopico de la orina

El examen macroscopico se realiz6 de manera manual, con el

siguiente procedimiento:

Se coloco la muestra de orina en un recipiente transparente.

Se acerco la muestra a una fuente de luz y se observo para determinar
el color.

Se observé la muestra del mismo modo para determinar si presentaba
aspecto turbio o claro.

Se registro los resultados obtenidos de la observacion.

3.3.5. Examen bioquimico de la orina

El examen bioquimico se realizé utilizando tiras reactivas para

muestra de orina, con el siguiente procedimiento:

Se colocé una gota de orina por cuadro de la tira reactiva utilizando una

jeringa hipodérmica.
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Se dejo6 reposar la tira reactiva por unos minutos.
Se compar6 el resultado obtenido en la tira reactiva con la escala
cromatica mostrada en el envase provista por el fabricante.

Se registraron los resultados obtenidos en la tira reactiva.

3.3.6. Determinacién de la densidad urinaria

La obtencion de la densidad urinaria se llevd a cabo utilizando el

espectrofotometro manual, con el siguiente procedimiento:

Se utilizé un gotero para extraer una porcion de la muestra de orina.
Se coloco un par de gotas en el prisma del espectrofotometro.

Se cerro6 el cubreobjetos del espectrofotometro buscando uniformidad
en la distribucion de la muestra.

Se observo por el ocular guiando el espectrofotdmetro a una fuente de
luz.

Se observd la medida indicada siguiendo la escala del
espectrofotometro.

Se registro el resultado obtenido.

3.3.7. Determinacién del sedimento urinario

El sedimento urinario se determind mediante la observacion en

el microscopio, con el siguiente procedimiento:

Se homogenizo la muestra y se deposité en un tubo para centrifuga.
Se tapd la muestra y se colocd en el portamuestras del equipo de
centrifugado.

Se centrifugo la muestra a 2000 rpm durante 5 minutos.

Posterior al centrifugado se desecho la fase liquida de la muestra.

Se coloco una gota del sedimento en una lamina portaobjetos.
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- Se coloco en el microscopio la lamina portaobjetos a un aumento de 10x
para visualizar cilindros.

- Posteriormente se observo con un aumento de 40x para el resto de
estructuras.

- Se registrd lo observado en la muestra.

3.4. Poblacién y muestra

La poblacion para la presente investigacion se determiné por
conveniencia, y estuvo conformada por 20 Canis familiaris con ehrlichiosis
canina y tratados con doxiciclina a dosis de 10 mg/kg, durante 21 dias, las
muestras se tomaran a los 0, 7 y 14 dias, con la finalidad de determinar la

presencia de diversas alteraciones renales en los canes infectados.
3.5. Analisis estadistico
El andlisis estadistico de la informacidn se realizé6 mediante el

analisis de varianza y el Test de Tuckey, mostrando los resultados en

cuadros de doble entrada y graficas.



IV. RESULTADOS

El presente estudio se realizo en el Distrito de Trujillo, en 20 Canis
familiaris, con ehrlichiosis canina, adultos de diferentes sexos, razas y
edades, diagnosticados mediante el Test de Elisa, tratados con doxiciclina
oral a dosis de 10 mg/kg/dia por un periodo de 21 dias, a los que se les
realizé la cistocentesis para la obtencion de muestras estériles de orina con

la finalidad de evaluar las alteraciones en el uroanalisis.

4.1.Evaluation macroscopica

La Figura 1 muestra la evaluacion macroscopica de la orina en
cuanto al color, no evidencia variacion en el tiempo de evaluacion, en
cuanto al aspecto se observa variacion en el tiempo de evaluacion,
mostrando un 90 % de orinas turbias al dia cero, sin embargo al dia 14 hay

un 95 de orinas claras y un 5 % de orinas turbias.

100
2 80
2 60
e B TURBIO
< 40
H CLARO

20
CLARO

TURBIO

DIA 7

DIiA 14

Figura 1. Evaluaciébn macroscopica del aspecto de la orina de Canis

familiaris con ehrlichiosis canina tratados con doxiciclina.
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4.2.Densidad urinaria

En la Figura 2 muestra los promedios de la densidad urinaria,
evidenciando orinas hipostendricas al dia cero alcanzando la
normostenuria al dia 7 post tratamiento conservandose hasta el final del
estudio (dia 14).

1.030 -

1.028

1.026 A
1.024 A

Densidad urinaria

1.022 A

1.020 T T f
dia 0 dia 7 dia 14

Figura 2. Evaluacion de la densidad de la orina de Canis familiaris con
ehrlichiosis canina tratados con doxiciclina a los 0, 7 y 14 dias

post tratamiento.
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4.3.Sedimento urinario

En el Cuadro 1 se muestran los valores medios y la desviacién
estandar de los uroandlisis para la prueba de sedimentacién en funcién del
tiempo de aplicacion de la doxiciclina; permitiendo observar que existe
diferencia estadistica en el conteo de hematies y cilindros al dia 14, en
ambos casos hay una disminucién indicando la recuperacion de la

tubulopatia.

Cuadro 1. Sedimento urinario en Canis familiaris con ehrlichiosis canina

tratados con doxiciclina alos 0,7 y 14 dias post tratamiento

Medias
Prueba sedimentacion Dia O Dia 7 Dia 14
Leucocitos 1690+493a 1865+2.21a 1885*25a
Hematies 23.0+6.16a 22.0+7.33a 15.0+10.26b
Células epiteliales 6.0£0.0a 6.0£0.0a 6.0x0.0a
Cilindros 0.80+t041a 0.75+044a 0.05+0.22b

a,b: Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p>0.05)
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En la Figura 3 muestra la evolucion de la cilindruria a través
del tiempo, donde se aprecia que el numero positivos a cilindros del total
de pacientes disminuye drasticamente al dia 14, debido al efecto

antimicrobiano de la doxiciclina disminuyendo la glomerulonefritis.

20
15

10

Ndmero de pacientes

dia0
dia 7

dia 14

Figura 3. Cilindruria en el sedimento urinario de Canis familiaris con

ehrlichiosis canina tratados con doxiciclina.
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La Figura 4 muestra la evolucion del sedimento a través del tiempo,
permitiendo evidenciar una reduccion importante de la cristaluria al final del

tratamiento.
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Figura 4. Cristaluria del sedimento urinario de Canis familiaris con
ehrlichiosis canina tratados con doxiciclinaalos 0, 7 y 14 dias post

tratamiento.



4.4.Bioquimica urinaria

En la Cuadro 2; se muestran los valores medios y la desviacion
estandar de la bioquimica urinaria, donde se puede apreciar una diferencia

estadistica en cuerpos cetdnicos, proteinas y nitritos.

Cuadro 2. Bioquimica urinaria de Canis familiaris con ehrlichiosis canina

tratados con doxiciclina a los 0,7 y 14 dias post tratamiento

Medias
Dia0 Dia 7 Dia 14

pH 6.80+1.07a 6.58+0.89a 6.05+0.15a

Bilirrubina 0.75+044a 065%x059a 040x0.6a

Urobilinbgeno 1.60+0.68a 1.70+x0.80a 1.30x0.57a
Cuerpos

cetonicos 1.02+0.01a 450+£5.10b 340+3.62b

Proteinas 1.02+0.0la 1.20+x0.89a 0.05+0.22b

Nitritos 1.02+0.01la 0.65+049a 0.15+0.37b

a,b: Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p>0.05)
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La Figura 5 muestra los cambios cualitativos promedio de
proteinuria a través del tiempo, expresado en cruces, evidenciando una
reduccibn marcada al final del tratamiento. Efecto debido a la
administracién de la doxiciclina en la disminucion de la nefritis propia de la

enfermedad.
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Figura 5. Evaluacion bioquimica de proteinas en la orina de Canis familiaris

con ehrlichiosis canina tratados con doxiciclina.



V. DISCUSION

El uroanalisis es una de las pruebas de laboratorio que pueden
aportar gran cantidad de informacién acerca de muchos estados
patolégicos y confirmar o descartar enfermedades. Este examen
comprende la evaluacion de la orina desde el aspecto fisico, bioquimico y
del sedimento (Willard, 2004).

El aspecto macroscopico al inicio del tratamiento el 95 % de las
muestras, presentaron turbidez, decreciendo de manera drastica al dia 14
post tratamiento llegando a presentar orinas de aspecto claro (Figura 1),
este hallazgo indica que la doxiciclina al cabo del tratamiento logro
disminuir como se demuestra en los resultados el aspecto del sedimento,
datos que coinciden con lo reportado por Latimer y otros (2005), quien
afirma que la causa de turbidez debe identificarse de manera microscopica

y muchas veces incluye la presencia de cristales, células, y cilindros.

Villiers y Blackwood (2012) reportaron en perros con ehrlichiosis
orinas hipostenuricas, como alteracion comun. Datos que coinciden con el
estudio realizado, donde podemos evidenciar orinas hipostenuricas al dia
0, las cuales alcanzan la normostenuria al dia 7 post tratamiento,

manteniéndose hasta el final del estudio al dia 14 (Figura 2).

El sedimento urinario de perros con ehrlichiosis (Cuadro 1).
Mostro la presencia de hematies y cilindros, los mismos que disminuyeron
al final del estudio, lo que indica una recuperacion de la tubulopatia. Estos
hallazgos coinciden con el reporte de Frank y Breitschwerdt (1999), quienes
reportan una evidente hematuria microscopica en 35 de 62 animales
infectados con ehrlichiosis canina, presentando una correlacion con el

estudio realizado.
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En la Figura 3, muestra la evolucién de la cilindruria a través del
tiempo, donde se aprecia que el nimero de positivos a cilindros del total de
pacientes disminuye drasticamente al dia 14, debido al efecto
antimicrobiano de la doxiciclina disminuyendo la glomerulonefritis. Segun
Cortadellas (2010), los cilindros urinarios son células epiteliales asociadas
a la ehrlichiosis y son indicativas de un dafo renal, especificamente

glomerulonefritis.

La presencia de cristales en el sedimento, no tiene relacion con
la infeccion por Ehrlichia canis, (Latimer y otros, 2005). Sin embargo, la
presente investigacion determino la evolucion del sedimento a traves del
tiempo, permitiendo evidenciar una reduccion importante de la cristaluria al

final del tratamiento (Figura 4).

La bioquimica urinaria durante el tratamiento (Cuadro 2), permite
observar los valores medios y la desviacion estandar, donde se puede
apreciar una diferencia estadistica en cuerpos cetonicos, proteinas y
nitritos; datos coincidentes con el estudio realizado por Villiers y Blackwood
(2012), quienes reportaron que no existen alteraciones en el pH, glucosa,

urobilindgeno y bilirrubinas en orinas de perros con ehrlichiosis.

Respecto a la cetonuria, ésta no es un indicador de enfermedad
renal, si no que indica una degradacion excesiva de grasas y/o deficiencias
en el metabolismo de los carbohidratos y no se le asocia con la presencia

de E. canis (Latimer y otros, 2015).

En la evaluacion bioquimica cualitativa de proteinas se puede
observar un promedio de 1.2 cruces en el total de las muestras al dia 0, y
un descenso para el dia 14 post tratamiento (Figura 5), datos que resultan
coincidentes con el estudio realizado por Frank y Breitschwerdt (1999),

donde de 62 animales infectados, fue identificada la proteinuria en 49
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especimenes, dando un 79.03% comparable con el 70% de orinas con
proteinuria al dia 0, del presente estudio. Adicionalmente las
glomerulonefritis y la nefropatias con pérdida de proteinas han sido
asociadas ya a la infeccion cronica por Ehrlichia canis (Ettinger y Feldman,
2007).

En el estudio no se reportaron casos de hemoglobinuria.
(Latimer y otros, 2005).



VI. CONCLUSIONES

El tratamiento de ehrlichiosis canina con doxiciclina a dosis de 10mg/kg
cada 24 horas durante 21 dias permite la recuperacion de la
glomerulopatia y dafio renal producido por la infeccién permitiendo

recuperar las alteraciones urinarias.

Mediante el uroanalisis se puede llegar a tener una aproximacion mas

cercana del dafio renal.



VIl. RECOMENDACIONES

En el tratamiento de ehrlichiosis canina debe considerarse el dafio renal,
por lo que es necesario que en la terapéutica se considere

nefroproteccion.

Evaluar y monitorear el dafio renal mediante el uroanalisis en pacientes

diagnosticados con ehrlichiosis canina

Es recomendable llevar a cabo un tratamiento de la ehrlichiosis canina

utilizando doxiciclina por al menos 21 dias.
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Anexo 1. Ficha clinica del paciente

Datos del propietario:

Nombre

Apellidos
Direccion

Teléfono

Correo electronico:

Datos del paciente Constantes fisioldgicas

Nombre: Temperatura

Edad: Frecuencia cardiaca:
Raza: Frecuencia respiratoria:
Sexo:

Anamnesis:

Examen clinico

Signologia:
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Anexo 2. Resultados macroscépicos de la orina en Canis familiaris
con ehrlichiosis tratados con doxiciclina
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Anexo 3. Resultados en el sedimento urinario en Canis familiaris con ehrlichiosis tratados con doxiciclina

LEUCOCITOS HEMATIES CELULAS EPITELALES CILINDROS CRISTALES FILAMENTOS MUCOIDES

PACIENTE O 7 14 0 7 14 0 7 14 0 7 14 0 7 14 0 7 14
1 15 20 20 25 25 5 6 6 6 0 1 0 0 0 0 0 0 0
2 10 20 20 25 25 5 6 6 6 0 1 0 Ox Fos 0 0 0 0
3 30 20 20 25 25 5 6 6 6 1 1 0 Ox Fos 0 0 0 0
4 10 20 20 25 25 5 6 6 6 1 1 0 0 Es 0 0 0 0
5 10 20 20 25 25 5 6 6 6 1 1 0 Ox Ox Fos 0 0 0
6 10 20 20 25 25 5 6 6 6 1 1 0 Fos Ox Fos 0 0 0
7 20 20 20 25 25 25 6 6 6 1 1 1 Fos Fos Ox 0 0 0
8 20 20 18 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Ox Fos Fos 0 0 0
9 18 20 20 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Es Fos Fos 0 0 0
10 20 20 24 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Fos Fos Ox 0 0 0
11 20 20 20 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Ox Fos Ox 0 0 0
12 20 20 20 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Fos Fos Ox 0 0 0
13 20 20 20 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Fos Fos Ox 0 0 0
14 20 20 20 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Es Fos 0 0 0 0
15 20 18 20 25 25 25 6 6 6 1 1 0 Fos Fos Fos 0 0 0
16 15 15 15 25 5 5 6 6 6 1 0 0 Fos 0 0 0 0 0
17 15 15 15 25 5 5 6 6 6 1 0 0 Fos 0 0 0 0 0
18 15 15 15 25 5 5 6 6 6 1 0 0 Fos 0 0 0 0 0
19 15 15 15 5 25 25 6 6 6 0O O 0 0 Ox Ox 0 0 0
20 15 15 15 5 25 5 6 6 6 0O O 0 Fos Ox Ox 0 0 0
16.9 18.65 18.85 23 22 15 6 6 6 0.8 0.75 0.05 25% Ox 20% Ox 35 9% Ox 0 0 0

50 % Fos 55 % Fos 25 % Fos
10% Es 5%Es 0% Es
15 % Neg 20 % Neg 40 % Neg

ov



Anexo 4. Resultados bioquimicos de la orina en Canis familiaris con ehrlichiosis tratados con Doxiciclina

DENSIDAD (g/dL) pH GLUCOSA BILIRRUBINA UROBILINOGENO CUE,RPOS PROTEINAS NITRITOS HEMOGLOBINA
PACIENTE CETONICOS

0 7 14 0 7 14 0 7 14 0 7 14 0 7 14 o 7 14 o 7 14 O 7 14 0 7 14

1 1.031 1.035 1.025 85 6 0 0 O 1 1 0 2 2 1 5 5 o o0 1 1 0 0 0 0 0 O
2 1.031 1.031 1.025 85 6 0 0 O 1 1 0 2 2 2 5 15 o 1 2 0 0 1 0 0 0 O
3 1.029 1.032 1.025 6 6.5 6 0 0 O 0 1 0 0 1 1 5 5 0 2 0 0 0 1 0 0 O
4 1.031 1.023 1.026 8.5 6 6 0 0 O 1 0 0 2 2 1 5 0 15 1 1 0 1 1 0 0 0 O
5 1.024 1.023 1.026 6 6.5 6 0 0 O 1 2 0 2 4 1 0 15 5 0 3 0 0 1 0 0 0 O
6 1.031 1.025 1.025 85 6 0 0 O 1 1 1 0 2 1 5 5 o o0 1 0 0 1 0 0 0 O
7 1.015 1.029 1.031 6 6 6 0 0 O 1 1 1 2 2 2 5 5 5 3 2 0 0 1 0 0 0 O
8 1.015 1.029 1.031 6 6.5 6 0 0 O 1 1 1 1 2 1 5 5 5 2 1 0 0 1 0 0 0 O
9 1.02 1.029 1.031 6 6 0 0 O 0 0 0 2 1 1 5 5 o 1 2 0 1 1 0 0 0 O
10 1.02 1.023 1.031 6.5 8 6 0 0 O 1 1 1 2 0 1 5 0 o 2 2 0 1 1 0 0 0 O
11 1.015 1.029 1.032 6 6 6 0 0 O 1 0 2 2 2 2 0 15 5 2 1 0 0 1 1 0 0 O
12 1.02 1.029 1.032 6.5 6 65 0 0 O 1 1 1 2 2 1 5 5 5 2 2 0 0 1 0 0 0 O
13 1.02 1.023 1.029 6.5 8 6 0 0 O 1 1 0 2 1 2 5 5 5 2 2 0 0 1 0 0 0 O
14 1.015 1.023 1.031 6 8.5 6 0 0 O 1 0 0 2 1 2 5 0 5 1 1 0 1 1 0 0O 0 O
15 1.015 1.023 1.031 6 8.5 6 0 0 O 1 0 0 2 2 2 5 0 5 2 1 0 0 1 1 0O 0 O
16 1.029 1.028 1.028 6 6 6 0 0 O 0 1 1 2 2 2 15 5 5 1 0 0 1 0 0 0O 0 O
17 1.022 1.029 1.029 8.5 6 6 0 0 O 1 0 0 1 2 1 5 5 2 2 0 0 0 0 0 0O 0 O
18 1025 1.028 1028 75 65 65 0 0 O 0 1 0 1 2 1 0 0 o 2 0 0 0 0 0 0O 0 O
19 1.028 1.031 1.031 6.5 6 6 0 0 O 0 0 0 1 1 0 O 5 1 0 O 0 0 0 0 0O 0 O
20 1.028 1.03 1.028 6 6.5 6 0 0 O 1 0 0 2 1 1 5 0 0o 0 O 0 0 0 0 0O 0 O
PROMEDIOS 1.023 1.028 1.029 6.8 6575 605 0 O O 075 065 04 1.6 17 13 45 47368 34 12 12 0.05 0.25 0.65 0.15 0O 0 O

1%
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Anexo 5. Obtencion de muestra urinaria, por cistocentesis ecoguiada
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Anexo 6. Observacion de la densidad en la muestra urinaria
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Anexo 7. Observacién microscoOpica en la muestra urinaria
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Anexo 8. Utilizacidon de las cintas reactivas para el uroandlisis
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Anexo 9. Valores referenciales del uroandlisis

Valores Referenciales

Macroscopico

Color Amarillo
Aspecto Claro

Microscopico

Leucocitos < 5 cel. p/campo
Hematies < 3 cel. p/campo
Células epiteliales Ausente
Cilindros Ausente
Cristales Ausente
Filamentos mucoides Ausente
Bioquimica

Densidad 1.030 - 1.040
pH 6.0-75
Glucosa Negativo
Bilirrubinas Negativo
Urobilinogeno Negativo mg/DlI
Cuerpos cetonicos Negativo mg/DlI
Proteinas Negativo mg/DlI
Nitritos Negativo

Hemoglobina Negativo mg/DlI




