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Descripcion del lugar de pasantia
Esta pasantia se realizo en el Centro Médico Veterinario es una empresa privada
destinada a la atencién médica de especies pequefias (perros y gatos), se encuentra ubicada en la
Calle 8 #10-46 barrio gramalote en el municipio de Villa del Rosario del departamento de Norte
de Santander. El director a cargo del CMV es él M.V. Alvaro Andrés Contreras Gereda. La
clinica se encuentra facultada y estructurada para brindar atencién médica veterinaria de
excelente calidad tanto para servicios generales como especializados. El equipo esta conformado

por médicos veterinarios y auxiliares, él M.V. Alvaro Contreras encargado de consulta general,
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consulta especializada en dermatologia y cirugia y él M.V. Dayan Acevedo encargado de
consulta general y hospitalizacion. El espacio del CMV consta de: Recepcidn, tres consultorios,
hospital para perros, hospital para gatos, hospital para pacientes con enfermedades
infectocontagiosas, cuarto de desinfeccién, pre-quirdfano, sala de quiréfano, cocina, peluqueria
de estética canina y laboratorio que cuenta con maquina de hemograma automatica; maquina
SKYLA para el procesamiento de quimicas sanguineas individuales y paneles de rotor,

centrifugadora, microscopio y kit de tincion.

Resumen

La presente pasantia tuvo como objetivo principal implementar un método no invasivo y
novedoso para la deteccion de Ehrlichiosis canina. Este método consistio en analizar mediante un
olfatometro compuesto por sensores de gases comerciales MQ, los compuestos organicos
volatiles (COVs) generados por las muestras de aliento de los caninos infectados con la
enfermedad y un grupo control (caninos sanos), para hacer la comparacion. Adicionalmente con
el uso de métodos de reconocimiento de patrones y machine learning se busco obtener una
discriminacion y clasificacion de los pacientes infectados en comparacion con el grupo de
controles. La busqueda de un método alternativo de bajo costo y accesible para todos es de gran
interés puesto que las pruebas tradicionales como la serologia y el PCR si bien son eficaces
también son costosas Yy sus resultados requieren de tiempo; la deteccidn temprana es crucial para

instaurar un tratamiento efectivo y prevenir una enfermedad fatal en los caninos.



Trabajo de grado medicina veterinaria 2024-1

Palabras clave: Ehrlichia canis, olfatdmetro, COVs, aliento, canino, métodos de

reconocimiento de patrones.

Abstract

The main objective of this internship was to implement a non-invasive and novel
method for the detection of canine Ehrlichiosis. This method consisted of analyzing by means of
an olfactometer composed of commercial MQ gas sensors, the volatile organic compounds
(VOCs) generated by the breath samples of canines infected with the disease and a control group
(healthy canines), to make the comparison. Additionally, with the use of pattern recognition and
machine learning methods, we sought to obtain a discrimination and classification of infected
patients in comparison with the group of controls. The search for a low-cost alternative method
accessible to all is of great interest since traditional tests such as serology and PCR, although
effective, are also expensive and their results require time; early detection is crucial to establish

an effective treatment and prevent a fatal disease in canines.

Keywords: Ehrlichia canis, olfactometer, VOCs, breath, canine, pattern recognition

methods.

Planteamiento del problema y justificacion
La Ehrlichia canis es una bacteria intracelular obligada perteneciente a la familia
Anaplasmataceae. Su principal transmisor es la garrapata Rhipicephalus sanguineus que se
conoce como la garrapata marrén coman en los perros. La enfermedad genera patologias a nivel

sistémico que afecta principalmente el sistema linfatico como serian los vasos sanguineos y
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drganos mayores; bazo, higado, rifiones, entre otros a largo plazo. E. canis tiene la capacidad de

infectar otros mamiferos y, en menor frecuencia, a los humanos. (Ojeda-Chi et al., 2019).

Las pruebas diagnésticas incluyen pruebas de laboratorio que constan de técnicas
moleculares y serolégicas cdmo las pruebas rapidas tipo ELISA en casetes SNAP, por PCR o
inmunofluorescencia (Gutiérrez et al., 2016). El presente trabajo busca demostrar la capacidad de
deteccion de la bacteria mediante un olfatometro electronico que utiliza los compuestos

organicos volatiles (COVs) que produce el organismo a través del aliento.

Marco tedrico y estado del arte.

En los climas tropicales es alta la incidencia de infeccidn por parte de ectoparasitos cOmo
la garrapata siendo esta una de las principales de causantes de enfermedad en los perros. El
agente infeccioso que actla como vector de esta enfermedad es la garrapata Riphicephalus
sanguineus, dicho ectoparasito es de los mas comunes que poseen la capacidad de inocular la
bacteria a través de la mandibula una vez alcanzan al vaso sanguineo perforando la piel y se

mantienen adheridas por mas de 24 horas (Zhang et al., 2023).

Periodo de incubacion

Inicialmente el periodo de incubacion se estima entre unos 8 a 20 dias en donde la E.
canis se replicara en la linea blanca entre linfocitos y monocitos en las que mediante respuestas
de adaptacion que la bacteria ha desarrollado como su mecanismo de supervivencia, permitira la
multiplicacion y propagacion intercelular tales como: Adquisicion de nutrientes, evasion

lisosomal y la inhibicién de la apoptosis en la célula huésped; tras su replicacion podran alcanzar
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y multiplicarse en otros 6rganos como higado, bazo, médula ésea y linfonodos (Gutiérrez et al.,

2016).

Fases

La enfermedad consta de 3 etapas que iniciaran una vez termine el periodo de incubacion:
aguda, subclinica y cronica; gran parte de los pacientes infectados logran recuperarse de la fase
aguda en la que las anormalidades mas comunes son la trombocitopenia causada por una
vasculitis generalizada, secuestro plaquetario por esplenomegalia y respuesta autoinmune,
adenomegalia y fiebres intermitentes (Gutiérrez et al., 2016). Una vez superada esta fase, el
paciente entraria en la fase subclinica (algunos directamente no manifiestan la fase aguda) donde
no habra presencia de signos clinicos aparentes, sin embargo, el recuento de plaquetas en
hematologias de control es comun durante esta fase debido a que el bazo participa como
reservorio para el patdgeno. La fase cronica es de alta mortalidad y se desarrolla en pacientes
cuyo tratamiento no fue culminado o jamas recibieron tratamiento al no haber diagnosticado a
tiempo la enfermedad, siendo el signo més grave la aplasia de la medula 6sea que conlleva a una
pancitopenia que incurre junto a una septicemia y/o hemorragias a nivel de la piel denominadas

petequias (Mylonakis et al., 2019).

Sintomas

Actualmente existen diferentes métodos para el diagndstico de la enfermedad como los
hallazgos clinicos, identificacion directa de la bacteria y pruebas de serologia. Una vez la
infeccidn ha deteriorado en gravedad los tejidos es cuando podemos hallar en hematologias
trombocitopenias, anemias leves 0 muy graves y leucopenia; a nivel bioquimico se pueden hallar

aumentos en biomarcadores de la funcionalidad renal y hepatica como la Creatinina, BUN, AST,
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ALT, Albumina y aumento en las proteinas totales debido a la inflamacién de maltiples tejidos a
causa de la sepsis (Gutiérrez et al., 2016). Al ser hospederos de células hematopoyéticas es
posible tomar diferentes tipos de muestras para su diagnéstico molecular que varian desde sangre
periférica, médula Gsea, biopsia, liquido cefalorraquideo y liquido sinovial con la desventaja de
que es una prueba que requiere dedicarle alrededor de 60 minutos y no es tan precisa al necesitar

recolectar una muestra que posea la bacteria (\VVargas-Hernandez et al., 2012).

Métodos diagnosticos

Otras herramientas para el diagndstico molecular como serian la PCR que se posiciona
coémo la prueba de mayor fiabilidad méas sin embargo es dificil garantizar la inocuidad y calidad
de las muestras, los cultivos son eficaces y se obtienen resultados a largo plazo por lo que no es
practico en la clinica diaria y se emplea en investigaciones. En adicion, las pruebas de
inmunofluorescencia indirecta son efectivas para la deteccion de E. canis con el inconveniente de
que no son especificas al haber la posibilidad de deteccion cruzada con E. ewingii y E.
chaffeensis (Gutiérrez et al., 2016).En la practica diaria se emplean las pruebas ELISA de
inmunocromatografia de flujo lateral indirecto para la deteccion cualitativa de anticuerpo de E.
canis nombrados como Quick Test o Pruebas Rapidas que constan de mezclar sangre o suero
junto a un buffer de ensayo y posteriormente depositarlo en un casete donde se podréa evidenciar
mediante la aparicion de dos bandas que confirmen la presencia del patdgeno (Karagkouni et al.,
2024). No obstante, muchas de estas herramientas no son préacticas debido al alto coste y tiempo
de obtencidn de resultados refiriéndose a aquellas que permiten el mayor rango de garantia para

la deteccidn de E. canis y aunque las pruebas rapidas son de un costo accesible, dependen de la
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presencia de anticuerpos generados por la infeccidn presente del patdgeno mientras ain pueda

encontrarse en muestras biolégicas del paciente (Alhassan et al., 2021).

La biotecnologia ha avanzado a gran escala en las Ultimas décadas, una maquina a
destacar debido a su facilidad de uso para la deteccién de enfermedades es el olfatometro o nariz
electrénica, dicha maquina parte del principio de que si un patdgeno esta lesionando un tejido
organico, dicho proceso generard un descarga quimica producto del metabolismo que el cuerpo
liberara como residuo a través de la vias respiratorias (el aliento en especifico) bajo el nombre de
compuestos organico volatiles (COVs), el olfatdmetro caracterizara estos compuestos y si los
parametros son compatibles con los rangos registrados confirmara la patologia (Murahata et al.,
2022). Asimismo, este método diagnostico es de bajo costo y no es invasivo, por ende, no
perjudicara al paciente con procesos irreversible tales como: biopsias, profilaxis quirurgica,
amputacion de miembros o implantacion de dispositivos/protesis; el estrés en los animales hoy
en dia es un tema a tratar tanto para los escenarios de produccién de grandes especies como para
las clinicas veterinaria debido a que la manipulacién, toma de muestras, desplazamiento e
interacciones que se requieran con el animal aumentara el estrés acumulado en el paciente lo que
conllevara a desarrollar un comportamiento apatico, nervioso y mostrar signos de preocupacion
coémo la inapetencia y poca vitalidad durante la consulta, hospitalizacién o posteriores visitas

para control médico (Wilson, 2018).

Segun Wilson y Baietto (2009), un sistema de nariz electrénica es un conjunto de
multisensores de procesamiento de datos similar a una red neuronal artificial (RNA) que
reconocen patrones digitales en base a algoritmos, los sensores se calibran para identificar
diferentes quimicos y discriminar diferentes mezclas de analitos; cada muestra analizada posee

una firma aromatica Unica dentro de la RNA que se define mediante métodos de aprendizaje
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automatico y el proceso continua hasta alcanzar el nivel de discriminacién seleccionado. Estos
sensores pueden identificar muestras de 6xido metélico, polimeros semiconductores, polimeros

electroactivos conductores y electroquimicos.

Olfatémetro

Los olfatdmetros o narices electronicas son dispositivos que emplean sensores quimicos y
tecnologia electronica para detectar y analizar compuestos quimicos en el aire 0 muestras
gaseosas que pueden estar asociados con ciertos olores. Los sensores en la nariz electronica estan
disefiados para reaccionar ante la presencia de compuestos quimicos especificos (COVs).
Cuando estos compuestos entran en contacto con los sensores, se produce un cambio fisico o
quimico que es detectado por el dispositivo. Este cambio se convierte en una sefial eléctrica que
se procesan y analizan mediante metodos de aprendizaje automatico para identificar los
compuestos presentes en las muestras. Segun St. Croix Sensory, Inc. (2024) La olfatometria de
campo es una herramienta que puede emplearse para el control en linea de actividades o para
cuantificar emision de olores o bien en las propias comunidades afectadas (receptores). La
cuantificacion de olores en el ambiente es a menudo de gran utilidad en los campos/actividades;
para el fin de este estudio resaltaremos los siguientes: registros de episodios de olor y eventos
especificos, verificacion de las estimaciones de los modelos de dispersion de olores y

determinacion de fuentes especificas de olores.
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Estado del arte

La deteccion temprana de la Ehrlichiosis monocitica canina en fundamental para evitar
que se desarrolle como una enfermedad fatal. Actualmente no existen trabajos que abarquen el
diagndstico de E. canis por olfatdmetro, no obstante, se encuentran disponibles estudios con
olfatometria en animales como la deteccion de leishmaniasis en caninos a través de COVs
extraidos del pelo de los individuos (Staniek et al., 2019) y el andlisis de los COVS extraidos la
secrecion de nasal en bovinos infectados con bronconeumonia infecciosa (Kuchmenko et al.,
2021.). Esta investigacion es novedosa puesto que busca posicionar la olfatometria como una
herramienta mas al repertorio disponible para la deteccion de E. canis cuyos futuros resultados
podran evaluarse para ser empleados en la metodologia de la investigacion de otros

hemotrépicos y enfermedades en animales o0 humanaos.

El primer avance en tecnologia para la deteccion de enfermedades a través de una nariz
electronica inicié a mediados de 1980. Los primeros usos de la maquina se emplearon en plantas,
peces, animales domésticos y animales de la fauna silvestre como un “Diagnéstico temprano no
invasivo de enfermedades”, campos como la agricultura, foresteria, farmacologia e ingenieria en
alimentos implementaron el dispositivo en investigaciones principalmente para el control de

calidad de los productos (Wilson, 2023).

Respecto a su uso en la medicina humana, el contante avance en nuevas tecnologias de
diagndstico ha sido importante en los Gltimos afios para el diagnostico temprano de
enfermedades. Entre ellas, Wilson (2020) relata el uso de la olfatometria en pacientes con
patologias gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) evaluando la
eficacia del aliento con cromatdégrafo-espectrometro de gases de movilidad i6nica donde los

resultados detectaron disminucion de &cido butanoico y acético que son producidos por la
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fermentacion de la fibra celuldsica y se encuentran posicionados como biomarcadores
importantes discriminatorios en la lectura de los metabolitos de COVs para la Ell. El desarrollo
de la EIl puede generar estenosis intestinal de no ser diagnosticada a tiempo para iniciar un
tratamiento, otras enfermedades como la enfermedad Crohn y la colitis ulcerosa pueden incluirse
junto a su evolucion. Mientras que la colonoscopia con histologia sigue siendo la prueba de oro,
mencionando también la endoscopia y biomarcadores como herramientas para su diagndstico, se
debe resaltar lo invasivos e incomodos que es para los pacientes someterse a estar pruebas, y, en

consecuencia, una biopsia puede agravar el estado de salud del individuo.

Actualmente Wilson (2023) reporta que se han llevado a cabo analisis de COVs de
cuerpo entero en murciélagos insectivoros mediante un olfatdmetro. Esto se debe a una
enfermedad necrétrofa causa por un hongo queratinofilico llamado Pseudogymnoascus
destructans presente en la mayoria de la poblacion; se disefio un aparto personalizado donde se
posicionaban los ejemplares dentro de una cAmara de vacio para la obtencién de sus COVs

empleando el sistema Heracles Il GC/E-nose con detectores de iones de cromatografia de gases.

Objetivos
Objetivo general
1. Detectar mediante un método no invasivo la enfermedad de Ehrlichia canis con el uso
de un olfatémetro electronico y evaluacion de los datos obtenidos a través de métodos de

aprendizaje automatico.
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Objetivos especificos
1. ldentificar mediante un analisis de la base de datos del Centro Médico Veterinario y

pruebas complementarios de rutina pacientes positivos a Ehrlichia canis.

2. Determinar la sensibilidad del olfatdmetro para determinar Ehrlichia canis en una

poblacién de caninos en el municipio de Villa del Rosario de Norte de Santander.

3. Analizar los datos generados por el olfatometro electronico utilizando diferentes

técnicas de aprendizaje automatico.

Metodologia

Seleccion de pacientes

En este estudio los pacientes se dividieron en dos grupos cuyo criterio de seleccion se
baso en signos clinicos y pruebas de rutina como hemogramas y pruebas SNAP que fueron
diagnosticados anteriormente con Ehrlichiosis canina; selectos de la base de datos de la empresa.
Inicialmente la cifra total de caninos buscados para el experimento fue de 100 individuos y por
motivos de tiempo y espacio la muestra del estudio fue un total 54 caninos: 35 individuos
anteriormente diagnosticados o en estado actual de tratamiento para E. canis y 19 individuos
sanos, de los cuales solo se obtuvieron resultados parciales de los COVs procesados de un total
de 10 pacientes infectados y 10 pacientes sanos de la poblacién (n=20). Los grupos denominados
grupo infectado (G.I) y grupo control (G.C), para la formacion de cada grupo los pacientes seran
seleccionados de la base de datos de la veterinaria. EI G.I son aquellos pacientes que
manifestaron signos clinicos o recibieron tratamiento para hemotropicos; el G.C son aquellos

pacientes que no manifestaron la enfermedad o signos compatibles con el cuadro clinico de la
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Ehrlichiosis monocitica canina. En el anexo 2 se encuentra una tabla con las caracteristicas de
cada paciente (Codigo, propietario, sexo, muestras recolectadas, clasificacion en el grupo, estado

de tratamiento y observaciones).

Descripcion del olfatémetro

La Figura 1 muestra los componentes que forman el olfatémetro: El arreglo de sensores
de gases desarrollado para este proposito fue conectado a una placa Arduino Astar 32U4 con
capacidad de 8 entradas analdgicas y una resolucion de 10 bits. La camara fue construida en
acero inoxidable con un volumen muerto de 20 mL, provista de un empaque que proporciona
hermeticidad y portabilidad. La carcasa de la cAmara del sensor fue provista de dos orificios, uno
para la entrada y otro para la salida, para evacuar los COV previamente adquiridos por el aliento

de los caninos.

Figura 1

Sistema electronico de olfato para la medicion de compuestos organicos volatiles.

Nota: Fuente Semillero de investigacion de Ingenieria electronica GISM, 2024.
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La matriz de sensores estd compuesta por 8 sensores quimicos-resistivos comerciales

fabricados por las empresas Hanwei y Figaro, disefiados para detectar diferentes familias de

compuestos quimicos (ver tabla 1), con el fin de poder adquirir la mayor cantidad de informacion

posible y asi poder aplicar muchas méas herramientas al momento de realizar el procesamiento de

la informacion y conseguir resultados claros y concisos. Cada uno de los sensores fue alimentado

con una fuente de alimentacion de 5 VDC y resistencias de carga de 1 kQ, lo que se utiliz6 para

obtener una respuesta satisfactoria al realizar las mediciones.

Tabla 1.

Sensores de gas para la E-nose.

SENSORES DE GAS PARA LA E-NOSE

ETIQUETA REFERENCIA USO ESPECIFICO FABRICANTE
DEL SENSOR
S1 MQ2 Propano, Metano, Alcohol, Hidrégeno HANWEI
S2 MQ3 Alcohol, Bencina, CO, CH4 HANWEI
S3 MQ4 Metano, Gas Natural HANWEI
S4 MQ5 Gas Natural, GLP HANWEI
S5 MQ9 CO, Gas inflamable HANWEI
S6 MQ138 Tolueno, Acetona, Etanol y Formaldehido HANWEI
S7 TGS825 Sulfuro de Hidrogeno FIGARO
S8 TGS832 Clorofluorocarbonos FIGARO
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Protocolo de medicién

Para la recoleccién de las muestras de aliento el canino introdujo el hocico dentro de una
mascara de oxigeno durante 20 segundos y se repitié la toma 2 veces (3 minutos de espera entre
cada toma para calibrar el sistema de computarizado) en la mayoria de pacientes para obtener la
mejor muestra posible; se encontraba acoplada directamente al olfatometro electronico. Los
COVs generados fueron extraidos y llevados a la camara de sensores de la referencia MOX
mediante una bomba, ya el sistema computacional se encargd de adquirir los datos de los
sensores y de almacenarlos en un directorio de un PC, para la etapa de analisis. Es importante
mencionar que una vez se adquirié la medida correspondiente a la muestra de aliento, se
accionaba automaticamente una valvula con el fin de hacer pasar un flujo aire y asi poder hacer
una limpieza a la cdmara de medida y evitar saturaciones o dafio de los sensores de gases.
Ademas, la mascara de oxigeno era desinfectada con clorhexidina para emplearla en otro
paciente y se debe mencionar el no usar alcohol, yodo o amonio cuaternario por la generacion de
compuestos quimicos que alteran el registro de COVs en los sensores. En la Figura 2 se puede

ver el procedimiento realizado a un canino de la raza Husky Siberiano.
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Figura 2.

Captacidn de aliento de Husky Siberiano mediante mascarilla nasal acoplada al olfatometro

Nota: Fuente Valcarcel, 2024.

Métodos de procesamiento

Una vez obtenidos los datos correspondientes de las muestras de aliento se realizé la
extraccion caracteristica de las sefiales a través del parametro AG = Gmax — Gmin, donde
Gmax es el valor maximo de la sefial de los sensores y Gmin es el valor minimo. Ademas, se
implemento la normalizacion usando el método de centrado medio en la etapa de
preprocesamiento, para mejorar la discriminacion y la precision de la clasificacion. Una vez
realizado el proceso anterior se aplicaron dos técnicas clasicas de andlisis multivariado: analisis
de componentes principales (PCA) y analisis de discriminacion lineal (LDA), con el fin de
evaluar la discriminacién y clasificacion de las dos categorias propuestas en este estudio y asi

poder evaluar la sensibilidad de la técnica propuesta para la deteccion de la Ehrlichia canis.
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Resultados parciales
Estos resultados son parciales y aln falta terminar el procesamiento de las otras muestras,
posteriormente a su procesamiento y analisis se establecera una especificidad y sensibilidad para

ser comparada con otras pruebas diagnosticas y validar la eficacia de la técnica.

Luego de estandarizar los datos, se aplicd el algoritmo de Andlisis Discriminatorio
Lineal, donde las Figura 3 muestra el gréafico de los primeros componentes obtenidos por LDA
que contienen el 37% de varianza del conjunto de datos. Lo que nos indica que el método

propuesto es capaza de discriminar un canino con la enfermedad de uno que no esta enfermo.

Segun Interactive Chaos (2024), el LDA (Analisis Discriminante Lineal) “es una técnica
de clasificacion supervisada que busca encontrar una combinacion lineal de caracteristicas que

maximice la separacion entre clases en un conjunto de datos de entrenamiento”.

Figura 3.

Resultados obtenidos del analisis de discriminacion (LDA) de los grupos experimentales positivos a
Ehrlichia canis (GI) y grupo control (GC) (n=20).
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Nota: El clusters de color rojo representan los primeros 10 pacientes positivos para Ehrlichia canis del
Gl y los circulos azules los primeros 10 pacientes del GC, en contraparte, los circulos azules aislados
nombrados como Possible “Outliers” son aquellos controles cuyos parametros coinciden con compuestos de
la E. canis, otras patologias o datos poco concluyentes de pacientes cuya toma del aliento no permanecieron

calmados y el olfatometro captd una respiracién agitada y entrecortada.

Con estos resultados podemos evidenciar la eficiencia de nuestro método como una herramienta de

apoyo para la deteccion de la Ehrlichiosis canina.

Discusion

La metodologia empleada en el disefio experimental de Lee et al. (2022) para la toma de
COVs menciona el uso de una maquina conectada a un tubo endotraqueal que permitio la
extraccion directa del aliento del perro debido a que para obtener una mejor muestra lo ideal es
captar un soplido, sin embargo, la obtencidn de una muestra bajo estas condiciones no es facil de
lograr cuando el manejo es con animales (incluyendo a los caninos). Afiadiendo que, para
manipular la toma de muestra con el modelo planteado es necesario la restriccion del
movimiento y la implementacion de un tubo endotraqueal puede requerir el uso de sedantes para
evitar la expulsion de la sonda por el reflejo tusigeno. En nuestro modelo experimental no
invasivo la toma de muestras fue directamente tomada de la exhalacidn del paciente con una
maéscara de oxigeno puesto que la idea era extraer los COVs lo méas natural posible; la mayoria
de las muestras se registraron adecuadamente a excepcion de algunos pacientes que manifestaron
inquietud y no respiraron con normalidad frente a la mascara y aquellos pacientes braquicéfalos a
los que la mascara les causaba mucha incomodidad y respiraban demasiado agitado. Por lo tanto,

fue necesario repetir mas de dos veces la captacion del aliento para estos pacientes y se logré una
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muestra satisfactoria comprobando asi que la toma natural es 6ptima para el registro de los
pardmetros en el olfatbmetro mas debe mejorarse el confort de la materia para producir el menor

estrés posible y con ello facilitar la captura del aliento.

Kuchmenko et al. (2021) en un estudio realizado en bovinos enfermos y sanos de
bronconeumonia infecciosa (n=50) cuya metodologia para la toma de las muestras del aliento se
baso en la recoleccion de secrecion nasal de los ollares (del ollar izquierdo al derecho) de los
pacientes y posteriormente realizar la conversion quimica hacia la forma gaseosa donde fue
analizada con el olfatometro. La técnica semiautomatica empleada para la caracterizacion de los
datos fue LDA-PCA y en comparacion con los resultados obtenidos de las muestras analizadas
con nuestro olfatdbmetro empleando la misma técnica la discriminacion fue similar, el programa
discrimin6 n=20 bovinos enfermos y n=20 bovinos sanos durante el periodo de entrenamiento de
la maquina; n=10 enfermos, n=8 control y n=2 possible “outliers” fueron los resultados
obtenidos durante el periodo de entrenamiento de la maquina utilizando Unicamente la técnica de
LDA. Por lo tanto, la técnica de LDA y PCA son modelos eficaces para la reparticion de
caracteres y discriminar parametros generados por multiples muestras de biomarcadores del
olfatometro. A pesar de ello, aln se busca generar un modelo completamente automatico que
agilice la obtencion inmediata de resultados para lograr posicionar la olfatometria como una

técnica estandar para la deteccion de diversos patdgenos.

Una visidn futura respecto al estudio de la deteccidn de Ehrlichia canis con un
olfatometro es emplear el uso de otras muestras como pueden ser la saliva, pelo y sudor de la
trufa de los caninos cdmo bien se mencionan las muestras tomadas en cada paciente del Anexo 1,
estas se someteran a un proceso térmico para la extraccion de sus COVs. Buscamos poner a

prueba la metodologia empleada en el estudio de Staniek et al. (2019) en donde se utiliz6 el pelo
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de perros positivos a Leishmania infantum la cual es una enfermedad capaz de ser zoonoética. En
dicho estudio se realiz6 con 44 individuos sospechoso de muestras de pelo tomadas del 2017 y
2018 a Leishmaniasis en donde se confirm6 por PCR inicialmente, la presencia del patdgeno en
una baja cantidad de la poblacién y el olfatdmetro revel6 una alta heterogeneidad donde el
analisis arrojé una sensibilidad reducida del 50% y una especificidad del 84% para los perros de
2017, y una sensibilidad del 48% y una especificidad del 96% para los perros de 2018. Lo que
demuestra la capacidad de deteccion de la técnica en muestras no ligadas al aliento en animales y
que la capacidad de discriminacion del olfatometro puede ampliarse hacia otros campos de

estudio.

Conclusiones

La implementacion de un método basado en la deteccién de compuestos organicos
volatiles (COVs) para el diagnostico de Ehrlichiosis monocitica canina logro identificar animales
sanos y enfermos. El uso del Analisis Discriminante Lineal (LDA) ha demostrado ser eficaz en la
caracterizacion de los datos obtenidos por olfatometria en el diagnéstico de Ehrlichia canis del

cual se espera poder comparar con otras técnicas como la PCA.

El fin del proyecto es establecer un método automatico que permita interpretar los datos
de manera organizada y discriminatoria frente al patdgeno junto a otras enfermedades que pueda
estar cursando el paciente, no obstante, es necesario continuar la investigacion y perfeccionar la
técnica de caracterizacion; la facilidad en el procesamiento y lectura de muestras promovera la

elaboracién de material bibliogréafico.
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Durante la investigacion se presento la limitacion del tiempo dado que la cantidad de
muestras a procesar era considerable, el protocolo para el procesamiento de las mismas aun se
encontraba en proceso de establecerse al haber la escasez de material bibliografico en el area de
estudio con el cual guiar la metodologia y establecer el paso a paso para la extraccion de COVs
de la saliva, sudor de la trufa y pelo. En este sentido, se debe incentivar la exploracion de este
campo y compartir hallazgos que sean accesibles para las futuras investigaciones. Asimismo, es
importante resaltar el papel de la tecnologia en la diseminacion de la informacion a traves de
plataformas digitales y revistas de acceso publico para contribuir a mitigar la escasez de
contenido bibliogréafico, escasez la cual requerira de un esfuerzo colectivo por parte de la
comunidad académicas Yy las politicas de publicacion para coordinar el avance en nuevas
investigaciones que enriquezcan la creacion de nuevas tecnologias de facil adquisicion y manejo

para la clinica diaria.

El dispositivo electrénico (olfatometro electronico) puede distinguir entre perros
infectados con Ehrlichia canis y perros sanos, lo que lo convierte en una opcion fiable y un gran

apoyo en las clinicas veterinarias gracias a su portabilidad y bajo costo.

Trabajo Futuro: Para confirmar la capacidad del olfatometro electronico para detectar CE,

debe aumentarse el nimero de mediciones de las distintas muestras bioldgicas.

Para mejorar la tasa de éxito de la clasificacion, se aplicaran diferentes métodos de

reconocimiento de patrones y algoritmos artificiales (aprendizaje automatico).
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Anexos

IMPLEMENTACION DE UN OLFA'I_'().\IETRO ELECTRON ICO'POK]'AT_'IL PARA LA DETECCION NO INVASIVA DE
EHRLICHIA CANIS Y EVALUACION DE LOS DATOS ATRAVES DE METODOS DE APRENDIZAJE AUTOMATICO

Silvana Valentina Duran Cotrina’, Cristhian Manuel Duran Acevedo', Jennifer Katherine Carrillo Gomez', Carlos Arnulfo

Galvis Florez', Snevder Farid Valcarcel Soto’, Alvaro Andres Contreras’

i

ABSTRACI

This progect consists of a portable electronic olfactometer designed for the non-mvasave detection of Ehrlichia Camis (EC), a tick-borme bacterum that causes thas disease m
dogs.Canine Ehrlichiosis = a senous mfection that can result in symptoms such as fever, lethargy, loss of appetite, and bleeding disorders. and can have devasiating consequences 1
not properly treated. Therefore, this system wuses an array of metal oxade gas sensors 10 identify specific volatide organic compounds released from the body (Breath, Saliva,
Harand Sweat) of a dog infected with Ehrlichia canis, allowmng early, rapid, and accurate detection of the mfection to detect EC. The preliminary results were achieved by

applying the LDA pattern recognition method, where the electronic olfactometer could classafy the dataset.

INTRODUCCION

/Ehrﬁchla canis se¢ lransmate a traveés de la picadura de una garmapata ifectada. La mfeccidn sc\
produce cuando la garrapata ingiere la sangre del huésped y lss secreciones salivales contaminan

el lugar de alimentacion de la garrapata. Una vez en el tomrente sanguineo del perro. afecta al
sntema mmunitaro causando inflamacion y dafio tsular en diversos drganos y tepdos.

Problema

La EC es uma enfermedad mulbsistémica grave, no
discrinina por edad o sexo del bospedador, y afecta a
niembros de o familia Canidae como perros, kobos,

'.' /_\ :" coyotes y zoeros. Smo embargo, su mpacto  mds
' peonunciado se observa en ks permos, que son los

4
* huéspedes finakes de hs gam s. Ademds. el aumento

Infeccion

de la poblacida de garmapatas ha clevado la incidencia de
esta enfermedad, convirtiéndola en wn problema de salud
péblica cada vez mis preocapante.

.

ERIALES Y METODOS

El objetivo es implementar un método no invasivo, de bajo costo
y portétil para ¢l diagndstico ripido de la Ehrlichiosis canis a
través de muestras de ahento, saliva, sador y pelo wikzando un
olfatdmetro clectrémica, se trata de un sistema de percepoidn
multisensonal qoe imita o semtide dd olfaso; se basa en el

OLFATOMETRO ELEC rlm,wm\

andlisis de gas c dose en ks ¢
orgimicos  voldtiles  (COVS), la implementacséan de  esta
- secnologia posibilita b deteccida ripida de enfermedades. o !
. s ST Oxcho sensoces de gas MOX
MUESTRAS DE PACIENTES CDQUISICION DE DATOS DE LOS SENSORES
SALNA SUDOR

2 — =3
Adguisicidn y procesamiento de datos

IS By

PELO

ﬂ ‘onjunto de datos:

RESULTADOS

\

Preliminar: 20 muestras analizadas

A. 10 Ehrlichia canis
B. 10 contrules

Olfatometro electrénico: Se extryjo el pardmetro  caracteristico
AG=GMax-Gmin donde GMax es el valor maximo de la sefial del
sensor y Gmm el valor minimo.

Ademas, se implemento la normalizacion ecentrado medion en la etapa
de preprocesamiento, lo que podria mejorar la discommacion y la
precasion de la clasificacion utilizando el olfatometro electronico.

LOA Pict: TRUICUMA Ve CONTROLES

= EGOW
O romrmoes

. + ( Poasbie

. ' 3 ' ' 1

LA Nt
Andlisks Discriminante Liseal (LDA)

CONCLUSIONES

= El dispositivo clectronsco (olfatémetro dlectronico) poede distinguir entre \
perres infectados con Ehrlichia canis y perros sanos, Jo que ko conviene en
una opcidn fishle v un gran apoyo en las clinicas veterinanas gracias o su
su portabiidad v bajo costa

B

*  El algoritno de Andlisis Discrindmante Lineal (LDA) ha demostrado ser
muy cficar para imterpeetar patromes asociados o la boctena Ehrlichia
canis.Su capacidad para reducir la dimensicnaldad de los dates y encootrar
combisaciones optimas entre las variables predictoras mejoca la precisidn
del diagnésticn, inchaida la idemtificacion de perros sanos.

Trabajo Futwro:

« Para confirmar la capacidad del olfabdmetro electrbnico para detectar CE,

debe aumentarse el nimere de medicicoes de las distintas muestras

beokigicas.

Para mejorar ln tasa de éxito de b clasificacion, se aplicarin difeventes
Etodos de reconocimiento de | y algoriomos artificiakes

\amndu‘,c autominico),

.
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EHRLICHIA
CANIS

EHRLICHIA
CANIS

DOXICICLINA
ENGYSTOL
HEMOLITAN

DOXICICLINA
QUERCETOL
ENGYSTOL
HEMOPET
PREDNISOLONA
HEMOLITAN

HEMOLITAN
QUERCETOL
ENGYSTOL
RENAL BALANCE
OMEGAS 3,6,9
DOXICICLINA
CLINDAMICINA

RANITIDINA
OXITETRACICLINA
DOXICICLINA
FLUIMUCIL
DEXAMETASONA
ENGYSTOL
HEMOLITAN
INMUNOL

OMEPRAZOL
OXITETRACICLINA
CLINDAMICINA
FLUIMUCIL
OMEGA 3,6,9
PREDNISOLONA
FLUNARIZINA
MAREOL

FORZEN
VITAMINA C

APLASIA MEDULAR AL
INICIO DEL
TRATAMIENTO

ENFERMEDAD RENAL
CRONICA GRADO |

SIRENOMELIA
SINDROME DE SIRENA
(SINDROME DE SIRENA)
DESDE EL NACIMIENTO

SE TRANSFUNDIO UN
DIA ANTES

SINDROME DE
VESTIBULAR

6/0

13/

13/

13/

13/

13/

13/
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EC23-1
EC23-2

EC24-1
EC24-2

EC25-1
EC25-2

EC26-1
EC26-2

EC27-1
EC27-2

EC28-1
EC28-2

EC29-1
EC29-2

EC30-1
EC30-2

EC31-1
EC31-2

EC32-1
EC32-2

FRANCISCO
KIRA GOMEZ

MARY
LULU BARRERA

ZULMA
MILO MELGAREJO

MARY
TOBY BARRERA

MATIAS
BIANCHI  CUADROS

SNUPY NATALY

LUCIANA
CASTELLAN
ESTRELLA OS

NELZY
BIANCHI  CORzO

BETHOVE FABIAN
N PERNIA

YARITZA
LUFFY CUADROS

MESTIZA

FRENCH
POODLE

MESTIZO

FRENCH
POODLE

FRENCH
POODLE

FRENCH
POODLE

COCKER
SPANIEL

MESTIZO

JACK
RUSSELL

FRENCH
POODLE

HEMBR
A

HEMBR

A

MACHO

MACHO

HEMBR

MACHO

HEMBR

MACHO

MACHO

MACHO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

CONTROL

CONTROL

CONTROL

CONTROL

INFEECTADO

CONTROL

CONTROL

INFECTADO

CONTROL

INFECTADO

GASTROENTERITIS EL DIA 13/

DE LA CITA

TROMBOCITOPENIA
HACE 7 DIAS

COMIO 2 HORAS ANTES
DE LA TOMA DE
MUESTRA

13/

13/

13/

13/

20/

20/

20/

20/

27/
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EC33-1
EC33-2

EC34-1
EC34-2

EC35-1
EC35-2

EC36-1
EC36-2

EC37-1
EC37-2

EC38-1
EC38-2

EC39-1
EC39-2

EC40-1
EC40-2

EC41-1
EC41-2

MARCELO

MAX

MILU

ARAGON

VALKIRIA

0sO

BETTY

PRINCESA

TORO

YARITZA
CUADROS

YARITZA
CUADROS

DANIELA
CUADROS

GABRIELA
BASTOS

GABRIELA
BASTOS

KARINA
TORRES

VICTOR
HERNANDEZ

DEXY
CORONADO

JUAN
GARCIA

FRENCH
POODLE

FRENCH
POODLE

FRENCH
POODLE

AMERICAN
BULLY

PITBULL
AMRICAN
TERRIER

SCHNAUZE
R

MESTIZA

FRENCH
POODLE

MESTIZO

MACHO

MACHO

HEMBR

MACHO

HEMBR

A

MACHO

HEMBR

HEMBR

MACHO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

INFECTADO

INFECTADO

INFECTADO

INFECTADO

INFECTADO

INFECTADO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA

PELO INFECTADA

ALIENTO
SUDOR
SALIVA

PELO INFECTADA

ALIENTO
SUDOR
SALIVA

PELO CONTROL

OMEPRAZOL
DIPIRONA
DOXICICLINA

LIV 52
VITAMINA C
FLUIMUCIL
DEXAMETASONA
QUERCETOL
DEXTROMIN

POSITIVO AE. CANIS Y
ANAPLASMA PLATYS
COMIO 2 HORAS ANTES
DE LA TOMA DE
MUESTRA

COMIO 2 HORAS ANTES
DE LA TOMA DE
MUESTRA

COMIO 2 HORAS ANTES
DE LA TOMA DE
MUESTRA

OTITIS CRONICA

EN TRATAMIENTO PARA
HEMOTROPICOS
HEPATITIS
HIPOALBUMINEMIA
ICTERICIA

27/

27/

27/

27/

27/

27/

27/

27/

27/
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EC42-1
EC42-2

EC43-1
EC43-2

EC44-1
EC44-2

EC45-1
EC45-2

EC46-1
EC46-2

EC47-1
EC47-2

EC48-1
EC48-2

EC49-1
EC49-2

EC50-1
EC50-2

SANDRA
CAROLINA
DULCE SOTO
SEBASTIAN
MAX SOCHA
VLADIMIR
BRUNO RODRIGUEZ
MANCHA
S
JULIETA
BOSTON
LUNA ANGELA
SAMIA
LULU PALLARES
DIVA JULIETA

MESTIZO

FRENCH
POODLE

BULLDOG
FRANCES

MESTIZA

MESTIZA

GOLDEN
RETRIEVER

BULLDOG
FRANCES

MESTIZA

CHIGUAGU
A

HEMBR
A

MACHO

MACHO

HEMBR

HEMBR

MACHO

HEMBR
A

HEMBR
A

HEMBR
A

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

CONTROL

INFECTADA

INFECTADO

INFECTADA

CONTROL

INFECTADO

CONTROL

CONTROL

INFECTADA

OMEPRAZOL
DIPIRONA

METOCLOPRAMI

DA
FLUIMUCIL
LIV 52
CANATOX
VITAMINA C
DEXTROMIN

OMEPRAZOL
DIPIRONA

DOXICICLINA
DEXAMETASONA

QUERCETOL
DEXTROMIN

EN TRATAMIENTO PARA
HEPATITIS

EN TRATAMIENTO,
POSTQUIRURGICO
OVARIOHISTERECTOMIA

EN TRATAMIENTO PARA
HEMOTROPICOS

27/

27/

27/

18/

18/

18/

18/

18/

18/
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EC51-1
EC51-2

EC52-1
EC52-2

EC53-1
EC53-2

EC54-1
EC54-2

KIMMY

DULCE

ALANA

COCKY

KEILY

CRISNEY

JULIETA

SANDRA
SUAREZ

POMERANI
A

YORKY

BULLDOG
FRANCES

FRENCH
POODLE

HEMBR

A

HEMBR

HEMBR

MACHO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

ALIENTO
SUDOR
SALIVA
PELO

INFECTADA

INFECTADA

INFECTADA

CONTROL

18/

18/

18/

18/
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