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CAMBIOS HEMATOLOGICOS EN PACIENTES POSITIVOS A EHRLICHIOSIS
CANINA EN LA CIUDAD DE LAZARO CARDENAS MICHOACAN

RESUMEN

La ehrlichiosis canina es una enfermedad producida por una bacteria
intracelular gramnegativa cocoide pleomoérfica la cual se presenta en forma
intracitoplasmica en grupos de organismos llamados morulas, este agente infecta a
los monocitos de los perros y es transmitida por la garrapata Rhipicephalus
sanguineus la cual no es considerada como reservorio. El objetivo de este trabajo
fue obtener la prevalencia general de perros que presentaran anticuerpos contra
E.canis (positivos a la prueba de ELISA) en la ciudad de Lazaro Cardenas, asi como
identificar las alteraciones hematoldgicas mas frecuentes de dichos pacientes para
describir los cambios hematolégicos durante la fase subclinica de la enfermedad.
Los perros muestreados no deberian presentar signos clinicos de la enfermedad,
ademas deberian tener historial infestacion reciente del vector y no debieron ser
tratados con antibioticos por los menos en el Ultimo mes. Se observéd que el 64% de
los perros muestreados presentaron titulos positivos a la enfermedad, y que el 100%
de los perros positivos presentd una o mas alteraciones en el hemograma. Se
identificO que ningun paciente presentd pancitopenia y solo un bajo porcentaje
presentd bicitopenias, ademas se identificé que la alteracion mas frecuente fue la
hiperproteinemia y leucocitosis por linfocitosis en su mayoria. Se pudo concluir que
la prevalencia en zonas donde existe el vector es muy alta y que hay una gran
cantidad de perros gue no presentan signologia clinica de la enfermedad por lo que
dicho estudio proporciona una guia practica para interpretar alteraciones
hematoldgicas si en la historia clinica hay historial de infestacion por el vector.
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1. INTRODUCCION

La ehrlichiosis canina también es conocida como ricketsiosis canina, fiebre
hemorragica canina, enfermedad del perro rastreador, tifus de la garrapata canina,
desorden hemorragico de Nairobi y pancitopenia tropical canina.

1.1 ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Los microorganismos del género Ehrlichia son considerados como parasitos
intracelulares obligados los cuales producen ehrlichiosis monocitica canina. Esta
pequefia bacteria gramnegativa cocoide pleomoérfica se presenta en forma
intracitoplasmica en grupos de organismos llamados morulas. (Dumler, 2001) Se
han identificado tres miembros del grupo; E.canis, E.chaffensis y E.ruminantium las

cuales infectan a los monocitos de los perros.
E.canis

Dantien y Lestoquard identificaron E.canis por primera vez en 1935. (Donatein, et al.
1937) La ehrlichiosis monocitotrépica canina (EMC) llamé mucho la atencién cuando
cientos de perros militares estadounidenses, muchos Pastores alemanes, murieron
de la enfermedad durante la guerra de Vietnam. E.canis llamé aun mas la atencion a
fines de la década de 1980, cuando se sospeché de forma errénea que la rickettsia
habia infectado a seres humanos. Sin embargo en 1991, se encontré6 que una
especie nueva del género Ehrlichia, E.chaffensis, provocaba ehrlichiosis

monocitotropica humana.

E.canis presenta una distribucion mundial (Asia, Africa, Europa y América). A pesar
de la presencia de vectores adecuados parece que las areas oceanicas o insulares
gue mantuvieron cuarentena, como Australia y reino unido, no presentan infeccion

por E.canis(Jittapalapong, et al.1993; Martin, et al. 2000).




En un estudio publicado en México (Nufiez, 2003) se reportd la prevalencia de
E.canis en dicho pais, donde se observo que un 33.1% de los perros muestreados
(n=2,395) resultaron positivos por prueba serolégica de ELISA. Observandose en la
region de Michoacan una prevalencia nula a partir de 13 perros muestreados.
Aunque el autor sefiala que los resultados obtenidos en distintas regiones del pais
podian variar ampliamente debido a la diversidad de ecosistemas y de los factores

de riesgo a los que se exponen los animales tales como el vector de la enfermedad.

El primer caso se ha informado solo recientemente en un perro importado de
Japon.(Sumner, et al.1997) No obstante ello, en un estudio epidemiolégico reciente
de garrapatas tomadas de perros en Japdn, no se encontraron resultados positivos a
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) de E.canis en 1211 garrapatas
examinadas. (Inokuma, et al. 2003) Los huéspedes vertebrados de E.canis incluyen
miembros de la familia Canidos. Se considera que el zorro, el perro y el chacal,
ademas del perro doméstico, son huéspedes reservorio. Existe informacién nueva
gue sugiere que E.canis o un organismo estrechamente relacionado puede infectar a
gatos. El vector artropodo de E.canis es la garrapata marron del perro,
Rhipicephalus sanguineus. Esta garrapata de un huésped prefiere alimentarse de
perros en las tres etapas del ciclo vital, también se transmitio infeccién por

Dermacentor variabilis, la garrapata americana del perro.(Johnson, et al. 1998)

El modo de transmision es transestadial. Como no ocurre propagacion transovarica,
el vector garrapata, no puede ser reservorio verdadero. Las garrapatas adquieren
E.canis como larvas o ninfas al alimentarse de perros con rickettsias. Transmiten la
infeccion a perros susceptibles durante por lo menos 155 dias después de la
infeccion. (Groves, et al. 1975) Esto permite al patdgeno sobrevivir al invierno en las
garrapatas y luego en la primavera siguiente permite a la garrapata infestar e infectar
a perros susceptibles. La mayoria de los casos de ehrlichiosis monocitotropica
canina (EMC) ocurren durante la temporada calida, cuando abundan los vectores
garrapata; sin embargo, a diferencia de otras rickettsias que dependen de vectores
de exterior, la enfermedad inducida por E.canis presenta una distribucion mas pareja

en cuanto estaciones.




Esto puede ser resultado también del prolongado periodo subclinico en animales
infectados en forma crénica. Todavia no se determind el tiempo necesario para que
la garrapata que se adhiere transmita infeccion por E.canis, como se conoce en
otras enfermedades provocadas por garrapatas. (Kidd, et al. 2003) Los perros que

viven en regiones endémicas o viajan por ellas pueden sufrir esta enfermedad.

1.2 PATOGENESIS

Una gran variedad de factores, incluso el tamafio del inéculo de E.canis, pueden
influir en el curso y el resultado de la infeccion. La gravedad de la enfermedad es
mayor con ciertas cepas del organismo. Un analisis de inmunotransferencia de
respuesta de IgG a E.canis ha mostrado que puede existir diversidad antigénica
entre organismos de E.canis de distintas partes del mundo y ha sugerido que este
hecho puede afectar la gravedad de la enfermedad. (Neer, 1995) La enfermedad
concomitante con otros parasitos transmitidos por garrapatas u otros patégenos
puede afectar también la gravedad y las manifestaciones de la enfermedad. Es
posible que los animales inmunodeficientes desarrollen manifestaciones mas graves
y es mas probable que muestren gran cantidad de moérulas circulantes. No existe
predileccion de edad ni sexo en EMC; sin embargo, parece que los Pastores
alemanes son mas susceptibles que otras razas. Es mas, la enfermedad en esta
raza es mas grave y presenta un pronostico mas débil que en otras. Puede atribuirse
a la variacion de susceptibilidad de la raza a diferencias raciales en la habilidad para
desarrollar respuestas inmunes humorales o celulares adecuadas, o ambas. Se
observa depresion de la respuesta inmune celular a la infeccibn por E.canis en
Pastores alemanes comparados con Beagle, mientras que no se registraron
diferencias significativas en la respuesta inmune humoral entre las dos razas.
(Nyindo, et al. 1991)

Ocurre infeccion natural de huésped vertebrado cuando una garrapata infectada

ingiere sangre y secreciones salivales contaminan el sitio de alimentacion. Puede
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haber propagacion iatrogénica con transfusiones de sangre de donantes infectados.
Durante el periodo de incubacion de 8 a 20 dias, los organismos se multiplican en
macréfagos y sistema fagocitico mononuclear, mediante fisién binaria y se propagan
por todo el cuerpo. El curso de ehrlichiosis posterior se ha divido en tres fases —
aguda, subclinica y cronica- sobre la base de los signos clinicos y anormalidades
clinicopatologicas después de la inoculacion experimental. Sin embargo, con
infeccion producida de forma natural, resulta la estadificacion exacta de la
enfermedad. La fase aguda dura entre 2 a 4 semanas, durante las cuales puede
observarse signos como fiebre, descarga oculonasal, anorexia y depresion,
petequias, equimosis, linfadenomegalia y esplenomegalia. Las anormalidades tipicas
de laboratorio en esta fase incluyen trombocitopenia, y leucopenia y anemias leves.
La mayoria de los perros se recupera de la enfermedad aguda con tratamiento
adecuado. Es posible que los perros no tratados y los tratados en forma inapropiada
ingresen en la fase subclinica. Durante esta fase, el perro se normaliza y la pirexia
se resuelve. Desde el punto de vista clinico, los animales se ven saludables; sin
embargo es posible que los recuentos de plaquetas permanezcan en niveles
inferiores a los rangos de referencia.(Waner, et al. 1999; Waner et al. 1996) Los
perros que se encuentren dentro de la fase subclinica pueden ser portadores
persistentes en potencia durante afios, como lo describié un estudio de seguimiento
de 3 afos.(Harrus, et al. 1998) Los resultados de infecciones experimentales indican
que es mas probable que el bazo aloje organismos de E.canis durante la fase
subclinica de EMC y que sea el Ultimo 6rgano antes de eliminarlo. Se cree que el
bazo cumple un papel importante en la patogénesis y la expresion de la enfermedad.
Los perros a los que se les realiz6 esplenectomia y fueron infectados de forma
experimental con E.canis mostraron enfermedad clinica leve en comparacion con
perros sin esplenectomia.(Harrus, et al. 1998) Durante el curso de la infeccion,
ocurren recombinaciones repetidas en los genes antigénicos proteicos principales de
la membrana externa de ehrlichias, o que conduce a la generacion de variaciones
en epitopes inmunogénicos. (Ravyn, et al. 1999) De esta manera, es posible que los
organismos evadan los mecanismos de defensa del huésped y den como resultado

infecciones persistentes. Es posible que los perros inmunocompetentes eliminen
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rickettsias; de otro modo, es probable que sigan siendo portadores de por vida o
ingresen a la fase crénica de la infeccion. La fase cronica, en su forma grave, se
caracteriza por reduccion en la produccion de elementos sanguineos de la médula
0sea, lo cual redunda en pancitopenia. El prondstico para perros con la forma grave
cronica es malo. Puede que los perros que se encuentran en esta fase mueran
eventualmente de infecciones secundarias o hemorragias incontrolables, o ambas.
Por lo tanto resulta de suma importancia identificar la enfermedad antes de que los

perros entren en la fase cronica de EMC.

La supervivencia y la multiplicacion de organismos de ehrlichia en células infectadas
dependen de la habilidad del organismo para inhibir la fusién fagosoma-lisosoma,
como ocurre para N.risticii y N.sennetsu. (Neer, 1995) se mostré que la doxiciclina
restaura la capacidad fagocitica del huésped; es probable que lo haga mediante la
inhibicion de la sintesis de una proteina bacteriana que retrasa la fusion. (Weiser, et
al. 1991) Aparentemente, la inmunidad inducida por células T y la secrecion de
interferon (IFN)-y cumplen un papel predominante en la recuperacion y la inmunidad
a infecciones por ehrlichias. (Brouqui, et al.1997; Waner, et al. 1997) Es posible que
la evasion de la respuesta inmune sea otro medio de establecer infeccion crdnica en

el huésped canino para E.canis.

La infeccién por E.canis da como resultado el desarrollo de anticuerpos especificos.
Entre 4 a 7 dias después de la infeccion, aparecen IgM e IgA; en general la 1gG
aumenta desde los 15 dias posteriores a la infeccion. (Waner, et al. 1997) Por lo
regular la hiperglobulinemia es policlonal; sin embargo, es posible que algunos
perros desarrollen gammapatia monoclonal.(Harrus, et al. 1996; Van Andel, et al.
1998) El papel que cumple la respuesta de anticuerpos en la eliminacion de
infecciones intracelulares persistentes de ehrlichia es minimo. Los titulos altos de
anticuerpos a E.canis no proporcionan proteccién cuando se desafia a los animales.
(Barnwell, et al. 1994, Ristic, et al. 1988) Es mas, es posible que ejerzan un efecto
perjudicial en el progreso de la enfermedad debido a las consecuencias
inmunopatologicas. (Ristic, et al. 1988) Cada vez mayor cantidad de evidencia

confirma la suposicion de que los mecanismos hiperinmunes estan involucrados en
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la patogénesis de EMC. Estos incluyen infiltracibn generalizada de células
plasmaticas de la médula 6sea y el parénquima de los 6rganos, aparicion de
hipergammaglobulinemia policlonal que no se correlaciona con titulos especificos de
anticuerpos a E.canis, resultados positivos de pruebas de autoaglutinacion y
Coombs, induccion de produccion de anticuerpos antiplaquetarios después de la
infeccion natural y experimental, y la deteccion reciente de complejos inmunes
circulantes en perros infectados en forma natural y artificial con E.canis (Grindem, et
al. 1999; Harrus, et al. 2001; Harrus, et al. 1999) Este ultimo hallazgo sugiere que
algunas manifestaciones patolégicas y clinicas en EMC estan mediadas por
complejo inmune. No se encontraron anticuerpos antinucleares en perros infectados
en forma natural o experimental con E.canis lo que sugiere que esta en juego otro
mecanismo en la patogénesis de EMC.(Harrus, et al. 2001) Es posible que los perros
con gammapatia monoclonal desarrollen hiperviscosidad con signos clinicos
asociados a lesiones patoldgicas. Se han documentado casos de ceguera repentina
provocada por hemorragia subretinal asociada con hiperviscosidad. (Harrus, et al.
1998; Neer, 1995)

Se ha implicado amiloidosis AA reactiva con proteinuria y glomerulopatia como

complicacion patolégica de infeccion crénica por E.canis. (Luckschander, et al. 2003)

Los cambios hematologicos en EMC estan asociados con procesos inflamatorios e

inmunes gue provoca la infeccién.

Ocurre trombocitopenia, la anormalidad hematolégica mas comdn de perros
infectados por E.canis, en todas las fases de la enfermedad.(Gaunt, et al. 1996;
Harrus, et al. 1999; Harrus, et al. 1996)

Varios mecanismos estan involucrados en la patogénesis de la trombocitopenia;
estos incluyen el aumento del consumo de plaquetas y disminucién de la vida media
plaquetaria, probablemente resultado del secuestro esplénico y destruccién mediada
por respuesta inmune. Se han detectado anticuerpos antiplaquetarios circulantes y
relacionados con plaguetas en suero y en sangre entera, respectivamente, en perros

en la fase aguda después de infecciones naturales y artificiales con E.canis(Neer
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TM. 1995; Waner, et al. 1995) Ademas, se ha encontrado que existe una citocina
sérica, factor de inhibicion-migracién plaquetaria (FIMP), en perros con ehrlichiosis, y
su nivel estd relacionado en forma inversa con el recuento de
plaguetas.(Abeygunawardena, et al.1990) Niveles de FIMP mas altos se asocian con
cepas mas virulentas de E.canis. EI FIMP inhibe la migracidon plaquetaria y es
producido por los linfocitos cuando se exponen a monocitos infectados. Se considera
que el mecanismo responsable de trombocitopenia en la fase crénica es la
disminucién de la produccion de plaquetas como resultado de una medula ésea
hipoplasica.(Harrus, et al. 1999) La funcidon plaquetaria, como la miden las
respuestas de agregacion, se ve disminuida en perros infectados con E.canis. Este
hecho, junto con el bajo recuento de plaquetas, contribuye a las hemorragias que se
observan con EMC.(Harrus, et al. 1996; Harrus, et al. 1996; Harrus, et al. 1996)

1.3 HALLAZGOS CLINICOS

La ehrlichiosis canina es un trastorno multisistémico; en la actualidad, se sabe que lo
provoca una variedad de especies de ehrlichia. En el pasado, todos los informes
clinicos de esta enfermedad confirmados por medios citolégicos o seroldgicos se
atribuyeron a infeccién por E.canis. el siguiente analisis divide en categorias las

caracteristicas clinicas antes publicadas sobre la base de sistemas corporales.
1.3.1 Signos multisistémicos

Una presentacion comun es depresion, letargia, pérdida de peso leve y anorexia,
con o sin tendencias hemorragicas. Si se presenta hemorragia, en general se exhibe
por petequias dérmicas o equimosis, o ambas. A pesar de que pueden ocurrir
hemorragias de cualquier superficie mucosa, la epistaxis es mas frecuente. El
examen fisico puede revelar también linfadenomegalia y esplenomegalia en un 20 y

25 % de los paciente, respectivamente.(Woody, 1985)

Otro punto que todos los médicos clinicos deben tener en cuenta cuando consideran
una enfermedad transmitida por garrapatas como causa de signos multisistémicos
es el problema de la coinfeccion con multiples patdgenos transmitidos por

garrapatas. (Kordick, et al. 1999)
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1.3.2 Signos Oculares

Es posible que los perros muestren cambios en el color o la apariencia de los ojos 0
desarrollen ceguera. Los hallazgos m&s comunes son uveitis anterior y enfermedad
retinal, como corioretinitis, papiledema, hemorragia retinal, infiltrados perivasculares
retinales y desprendimiento de retina bulloso, y pueden dar como resultado ceguera
aguda. (Gould, et al. 2000)

1.3.3 Signos neuromusculares

Los signos neuroldgicos de ehrlichiosis son principalmente el resultado de meningitis
por inflamacién o hemorragias, o ambas. Ocurre disfuncion neuroldgica con dafio al
tejido nervioso periférico o central. Las infecciones por E.canis y cepas
granulocitotropicas han sido comunes.(Maretzki, et al. 1994; Troy, et al. 1990) y los
signos no se distinguen de los de la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas
(FMMR). Se han observado convulsiones, estupor, ataxia con disfuncion vestibular
periférica o central aguda, anisocoria, disfuncion cerebelar, temblores intencionales e
hiperestesia generalizada o localizada. Se han encontrado moérulas en células de
liquido cefalorraquideo (LCR) en algunos casos.(Maretzki, et al. 1994; Meinkoth, et
al. 1998) Dos perros seropositivos a E.canis presentaron polimostitis y los signos
eran tetraparesia progresiva de aparicion aguda, hiporeflexia y consunciéon muscular.
(Buoro, et al. 1990) Los musculos esqueléticos estaban atréficos y caracterizados
desde el punto de vista histolégico por infiltrados celulares linforeticulares inmaduros
y linfoplasmociticos dentro de areas de necrosis. Desafortunadamente no se informé

la histopatologia de los nervios periféricos.
1.3.4 Poliartritis

Es posible que los perros con ehrlichiosis desarrollen cojera con andar endurecido
en forma secundaria a poliatropatia. Puede producirse enfermedad de las
articulaciones por hemartrosis o deposicion de complejo inmune con artritis como
resultado y efusion neutrofilica en la articulacion. Se ha asociado la mayoria de los
casos de poliatritis con infeccion por cepas granulocitotropicas (A.phagocytophilum o
E.ewingii) o N.risticii(Cowell, et al. 1988; Stith, et al.1996; Stockham, et al. 1992)
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Cuando se han determinado los titulos, alrededor del 81% de los perros con la cepa
granulocitotropica han mostrado titulos a E.canis, que reacciona en forma cruzada

con E.ewingii, y el 8% ha presentado titulos a E.equi.(Stith, et al. 1996)
1.3.5 Infecciones secundarias concurrentes

Las garrapatas pueden alojar organismos patogénicos mdultiples que dan como
resultado coinfecciones en el perro infectado. (Cocco, et al. 2003; Kordick, et al.
1999) Deben interpretarse con cuidado los resultados positivos de métodos de
deteccion de acido nucléico o reactividad de anticuerpos con respecto a Ehrlichia, ya
que son la Unica causa de enfermedad clinica, a menos que se haya evaluado una
gran variedad de patdgenos potenciales. Ademas, los perros con ehrlichiosis pueden
identificarse en forma secundaria con enfermedades oportunistas por protozoos,
hongos o bacterias.(Dubey, et al. 2003) Las pruebas de ehrlichia deben considerarse
como una evaluacion de inmunocompetencia de huésped en perros con diagndéstico

de infecciones oportunistas.

Los signos especificos de la especie ehrlichia son que en los perros, las infecciones
por E.canis pueden ser agudas o cronicas. El perro actia como huésped reservorio
de esta infeccién, e infecciones persistentes cronicas pueden dar como resultado
pancitopenia o hiperglobulinemia. En general, la hiperglobulinemia es policlonal; sin
embargo, en ocasiones se ha observado gammapatia monoclonal. Se ha observado
linfocitosis granular, que se confundié con leucemia linfocitica bien diferenciada en

algunos perros. (Greene, 2008)

Se inoculé E.chaffensis en forma experimental en cachorros y los signos fueron
leves comparados con los animales correspondientes inoculados con
E.canis(Dawson, et al. 1992) Solo resultd evidente la fiebre. Este hallazgo, que
puede estar relacionado con diferencias de especie o atenuacion del agente en
cultivo celular, se contrasta con el sindrome clinico observado en personas
infectadas con E.chaffensis. Todavia no se definié la importancia clinica de las

infecciones naturales en perro o gatos.




1.4 DIAGNOSTICO

En general, el diagnéstico de la ehrlichiosis se basa en una combinacion de signos
clinicos, anormalidades hematoldgicas, trombocitopenias y hallazgos seroldgicos. En
la actualidad, se utilizan en mayor medida las técnicas de PCR e
inmunotransferencia para obtener un diagndéstico en el entorno clinico, y también se

analizan los comentarios especificos sobre el uso de ellas.
1.4.1 Hallazgos de laboratorio clinico

Los cambios hematoldgicos estan mejor documentados en infecciones por E.canis e
incluyen trombocitopenia (82%), anemia (82%), la que, en general, es no
regenerativa, y leucopenia (32% de la cual el 20% presentaba neutropenia).(Troy, et
al.1990; von Stedingk, et al. 1997) En general, la pancitopenia es el resultado de la
hipoplasia de las células precursoras de la médula 6sea, ocurre en la fase cronica
grave (18% de los casos) y, con mayor frecuencia, en los perros Pastores alemanes.
(Woody BJ. 1985)

Se ha informado trombocitopenia en forma consistente en todas las etapas de la
infeccion por E.canis; como muchas veces es una prueba de chequeo de
ehrlichiosis, es posible que esta proporcion sea exagerada.(Bulla, et al. 2004) En un
estudio de area endémica de Brasil, se observé una correlacion general entre los
resultados positivos de PCR en sangre de E.canis y la presencia de trombocitopenia
marcada (<100.000 plaquetas/uL). (Bulla, et al. 2004) Sin embargo, no debe dejar de
considerarse nunca la ehrlichiosis, aunque el recuento de plaquetas sea normal.
Debe realizarse serologia si otros signos clinicos son compatibles. En otro estudio
sobre perros hospitalizados de Brasil, la anemia fue un factor de riesgo

epidemioldgico de ehrlichiosis mayor que la trombocitopenia. (de Morais, et al. 2003)

Se ha observado linfocitosis granular con infeccion por E.canis.(Heeb, et al. 2003;
Weaver, et al. 1999) Los perros afectados presentaron recuentos de linfocitos
absolutos entre 5200 y 17200 células/uL con una granulacion en el citoplasma tipica
de leucemia linfocitica bien diferenciada. Algunos de estos perros presentaban

gammapatia monoclonales, lo que quizas conduzca a un diagnostico erroneo de
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leucemia linfocitica. Por lo tanto las pruebas de ehrlichia en perros deben realizarse

cuando se observa linfocitosis bien diferenciada.

Las anormalidades quimicas de suero mas frecuentes han incluido hiperproteinemia
(33%), hiperglobulinemia (39%), hipoalbuminemia (43%), y actividades elevadas de
alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA) (43 y 31 %
respectivamente).(Neer, 1995) La hiperproteinemia es el resultado de niveles
elevados de globulina, pero no existe ninguna correlacion directa entre los niveles de
globulinas séricas y anticuerpos séricos a E.canis. La electroforesis sérica muestra
en general hiperglobulinemia policlonal, (Harrus, et al. 1997) a pesar de que pueden
ocurrir gammapatia monoclonales. Debe medirse el titulo de anticuerpos a E.canis
en todos los perros cuando se contempla un diagnoéstico de gammapatia monoclonal
benigna 0o no se tiene evidencia definitiva de mieloma, leucemia o
macroalbuminemia. En general, los perros infectados, con pancitopenia presentan
concentraciones séricas inferiores de globulina y comparados con perros no
pancitopénicos.(Harrus, et al. 1997) los perros con E.canis presentan con frecuencia
plasmacitosis en la médula 6ésea 0 a veces en otros tejidos, que pueden confundirse

con mieloma de células plasmaticas.(Neer, 1995)

Otros hallazgos clinicopatolégicos incluyen resultados positivos de pruebas de
anticuerpos nucleares.(Simpson, et al. 1991) proteinuria, hematuria, tiempo de
sangrado prolongado (incluso en algunos perros que presentan recuentos normales
de plaquetas) y radiopacidad intersticial pulmonar que varia de patron lineal leve a
infiltracion intersticial, marcada con opacidades peribronquiales. En forma
experimental, el punto maximo de pérdida de proteina en la orina, formada
principalmente por albumina, se observa 2,5 a 3,5 semanas después de la
inoculacion y se resuelve para la sexta semana después de la infeccion. (Codner, et
al. 1992a; Codner, et al. 1992b) Durante el punto maximo de pérdida, las
proporciones de proteina en orina/creatinina variaron de 4,5 a 23,2 (proporcion de
referencia menor a 1). Se observé una pérdida correspondiente en concentraciones
de albumina sérica (media 2,1 g/dL). El andlisis de LCR en perros con signos de
enfermedad del sistema nervioso central (SNC) ha revelado aumento del nivel de
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proteina y pleocitosis linfocitica predominantemente similar a la encontrada en
infecciones virales. (Ramsay, et al. 2002) Se observaron hallazgos en LCR

comparables en ehrlichiosis monocitotropica humana.
1.4.2 Citologia

Puede realizarse un diagndstico definitivo de enfermedad por ehrlichia mediante una
demostracion de presencia de morulas en los leucocitos en frotis de sangre o
aspirados de tejidos como el bazo, el pulmén o el ganglio linfatico. Resulta dificil y
lleva tiempo encontrar mérulas, pero esto puede optimizarse mediante la realizacion
de frotis de la cepa leucocitica o examen de frotis delgados de sangre realizados a
partir del lecho capilar periférico del margen de la oreja. Pueden visualizarse morulas
dentro de los monaocitos presentes en frotis de sangre periférica o liquido sinovial (o
ambos) o, en pocas ocasiones, en LCR. Los estudios citologicos de sangre
periférica, capa leucocitica, aspirados de ganglio linfatico, aspirados de médula ésea
y cultivo a corto plazo de especimenes de sangre mostraron mayor sensibilidad en la
deteccibn de organismos en capa leucocitica y aspirados de ganglio
linfatico.(Murphy, et al. 1998) Se encontraron moérulas con mayor frecuencia en
linfocitos que en monocitos. Las plaquetas, los granulos azurdfilos linfociticos, los
cuerpos linfoglandulares y el material nuclear fagocitado pueden confundirse con

inclusiones de ehrlichia.

1.4.3 Pruebas serolégicas

Un diagnéstico de ehrlichiosis se basa en general en resultados positivos de pruebas
indirectas de AF. Esta prueba detecta anticuerpos séricos incluso 7 dias después de
la infeccién inicial, a pesar de que es posible que algunos de los perros se tornen
seropositivos hasta 28 dias después de que comienza la infeccion. Por lo tanto, es
posible que un perro esté infectado en forma aguda y no presente titulo demostrable
de anticuerpos séricos. Cuando los resultados de titulo de anticuerpo a E.canis son
negativos, se recomienda un examen de seguimiento de 2 a 3 semanas 0 pruebas

séricas en busca de otros agentes. Los niveles de anticuerpos séricos en peros no
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tratados llegan a su punto maximo a los 80 dias posteriores a la infeccion. Durante
los primeros 7 dias después de la infeccion, el titulo esta formado por IgA e IgM vy,
para los 20 dias, la mayor parte es 1gG. La mayoria de los laboratorios miden este
anticuerpo. La metodologia y los informes difieren entre los laboratorios; por lo tanto,
no se llegé a un consenso sobre el nivel absoluto de reactividad. En general, se
considera que un titulo de IgG de 1:80 o mayor es evidencia de infeccion o
exposicidbn o ambos, aunque es posible que este hallazgo varie segun los métodos
de cada laboratorio. A la inversa, debido a la persistencia del titulo mesurable
después del tratamiento o la recuperacion potencial, un resultado positivo de titulo
no significa necesariamente que la enfermedad o los sintomas clinicos del animal
sean estrictamente el resultado de ehrlichiosis, en especial en areas endémicas

habitadas por animales asintomaticos con titulos a E.canis.

En un estudio, el 20.3% de los perros de perreras saludables, presentaron titulos de

anticuerpos a E.canis. (Hoskins, et al. 1988)

Durante los dltimos 14 afios, manejamos por lo menos 30 perros que presentaban
recuentos de plaquetas inferiores a 50.000 /uL, y cada uno presentaba titulos
positivos a E.canis sin aumento concurrente en cantidad de plaquetas después del
tratamiento con tetraciclina. Sin embargo, todos evidenciaron aumentos
considerables del recuento de plaguetas en respuesta a dosis inmunosupresoras de
glucocorticoides. Es muy probable que estos perros tuvieran trombocitopenia
mediada por respuesta inmune en forma coincidente o como resultado de exposicion
a E.canis desarrollaron anticuerpos antiplaquetarios, pero en el momento no estaban

afectados en forma clinica por la infeccién por ehrlichia.

Después del tratamiento en la mayoria de los perros, el titulo declina de manera
progresiva y se torna negativo en general de 6 a 9 meses. Es posible que algunos se
tornen asintomaticos luego del tratamiento, pero siguen reteniendo titulos muy altos

a E.canis durante afos. (Bartsch, et al. 1996; Perez, et al. 1996)

No siempre puede determinarse si el organismo es persistente. (Bartsch, et al.1996)

Se asume que los perros tratados eliminaron el organismo si se resuelve la
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trombocitopenia, la hiperglobulinemia y otras anormalidades clinicas y de laboratorio

en forma progresiva después del tratamiento.

Existe reactividad antigénica cruzada con E.canis y otros organismos de diferentes

regiones del mundo. (Hegarty, et al. 1997)

Pueden detectarse las diferencias de las respuestas serolégicas mediante andlisis
Western blot. También ocurre cierto grado de reactividad cruzada entre especies de
ehrlichia, que puede presentar problemas en la interpretacion de serologia de
pruebas indirectas de AF en ciertas areas geograficas. Se ha detectado un
desplazamiento de reactividad a varios determinantes antigénicos de E.canis en

perros durante el curso de la infeccién. (McBride, et al. 1996)

Se presenta poca reactividad cruzada si es que ocurre, entre E.canis rickettsia
rickettsii el agente etiolégico de FMMR. Como la presentacion clinica de estas dos
enfermedades es similar, se les deben realizar pruebas a los perros con signos
clinicos de ehrlichiosis en ausencia de un titulo a E.canis en busca de FMMR
mediante recoleccion de suero de titulos en pares de IgG, suero de etapa aguda y
de dos semanas de convalecencia. N.helmithoeca provoca reacciones cruzadas a

E.canis, N.risticii y N.sennetsu. (Massung, et al. 2002)

Deben examinarse los titulos a otras ehrlichias segun el area geogréfica y los signos
clinicos compatibles. Los anticuerpos a E.ewingii reaccionan en forma cruzada a
E.canis y E.chaffensis y el uso de uno de estos antigenos detecta infeccion con
algunos de los tres, mientras que los sueros con E.canis pueden reaccionar en forma

cruzada con antigenos A.phagocytophila. (Stuen, et al. 2002; Waner, et al. 2000)

No puede realizarse cultivo in vitro de E.ewingii mas alla del aislamiento en células

primarias; por lo tanto, no se dispone de una prueba seroldgica especifica.

Los antigenos con reactividad cruzada estan presentes también entre E.chaffensis y
agente de EGH con sueros humanos pero no caninos. (McBride, et al.1999; Rikihisa,
et al. 1994)
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E.equi detecta infeccién con agente de EGH o A.phagocytophilum y existe cierta

reactividad cruzada entre N.risticii y N.sennetsu.

Ademas de pruebas indirectas de AF, puede utilizarse ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) para detectar anticuerpos a E.canis y anticuerpo circulante
en perros. (Futch, et al.1996) Se ha desarrollado una prueba ELISA “en el lugar de
atencion” con proteinas recombinantes para pruebas clinicas internas en busca de
anticuerpos a E.canis. en sus inicios se comercializé esta prueba para tener
resultados positivos a una dilucién de 1:100 o superior, sin embargo luego se
aumento6 este nivel a una dilucion de 1:500 o superior. Se ha encontrado que otra
prueba ELISA en el lugar de atencion, Dip-S-Tics (PanBio Index, Inc, Baltimore,
Maryland), presentaba sensibilidad superior pero especificidad inferior a Snap
Canine Combo y menor exactitud que la prueba Snap 3Dx cuando se le comparé
con el ensayo indirecto de AF. (Bélanger, et al. 2002) también se ha desarrollado en
Israel (Inmmuno Comb, Biogal, Kibbutz Galed, Israel) una prueba interna ELISA con
rickettsias enteras que pueden diferenciar claramente muestras seronegativas a
E.canis de aquellas que presentan titulos de 1:320 por lo menos. (Waner, et al.
1998) No se evaluaron de modo adecuado los titulos en el rango de 1:80 y 1:160
con una gran cantidad de muestras, sin embargo, se establecié una reaccion
positiva en 1:80. Ambos kits de prueba pudieron diferenciar muestras seronegativas
a E.canis de aquellas otras con titulos superiores a 1:320. (Harrus, et al. 2002) En
los casos que involucran titulos bajos, es posible que la repeticion de la prueba

serologica después de varias semanas arroje un resultado positivo.

Con la apariciéon de pruebas de chequeo disponibles con facilidad, se ha encontrado
gue los animales saludables desde el punto de vista clinico muestran aumento de
titulos de anticuerpos séricos a Ehrlichia o Anaplasma, es posible que algunos de
estos resultados sean positivos en forma erronea puesto que son provocados por la
exposicién a rickettsias menos patogénicas que reaccionan en forma cruzada.
Cuando se utilizan pruebas de reconocimiento basadas en proteinas, puede que no
se detecten infecciones con otras rickettsias significativas desde el punto de vista

clinico y, en algunos casos, es posible que no se encuentren las verdaderas
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infecciones. Es posible que sean necesarias pruebas como analisis de Western Blot
o0 PCR para resolver algunos de estos problemas. Por lo tanto el tratamiento de

perros seropositivos es controvertido.

Los animales infectados sanos desde el punto de vista clinico podrian servir como
reservorio de E.canis a pesar de que puede superarse este riesgo mediante el
control mas intensivo de vectores. Se desconoce la posibilidad de que los animales
infectados en forma subclinica progresen a la fase cronica de la enfermedad. Es
posible que algunos nunca desarrollen inmunidad permanente, y que la infeccion
vuelva a aparecer si ocurre reexposicion en su ambiente. En teoria el tratamiento
indiscriminado de todos los animales seropositivos puede conducir a resistencia
futura de estos organismos a las tetraciclinas; sin embargo, hasta el momento no se

ha informado de este tipo de resistencia. (Greene, 2008)
1.4.4 Andlisis blot

Con fines de investigacibn se han utilizado analisis Western blot y PCR para
describir y distinguir entre infecciones con diferentes organismos que provocan
ehrlichiosis, anaplasmosis o neoricketsiosis, y es posible que se compruebe en el
futuro que resultan utiles desde el punto de vista clinico. (Brouqui, et al. 1992 ;
Dawson, et al. 1996)

Los andlisis blot de E.canis muestran una gran cantidad de antigenos que
reaccionan; los mas prominentes son los que separan en una banda ancha de 22 a
30 kDa. (Hegarty, et al. 1997; Inokuma, et al. 2001)

Una proteina de 30 kDa es el principal antigeno reconocido en sueros caninos
infectados en forma natural y experimental. (Park, et al. 2003) Recientemente se
describié la principal proteina antigénica 2, una proteina de 27 kDa, y se sugirié que
funcionaba como herramienta de diagnostico de EMC. (Bélanger, et al. 2002) Mas
recientemente se ha mostrado que la proteina de 120 kDa (p120) y la proteina rP43
son muy especificas de E.canis, y es posible que sean antigenos potenciales de
serodiagnaostico de ehrlichiosis canina. (Maurin, et al. 2003; Mylonakis, et al. 2003) El

analisis Western blot detecta anticuerpos a E.canis incluso 2 a 8 dias después de la
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exposicion. Y las pruebas de PCR arrojan resultados positivos incluso 4 a 10 dias
después de la exposicién a E.canis en estudios experimentales. (Igbal, et al.1994;
Brouqui, et al. 1992) La prueba indirecta de AF también se torna positiva dentro de
un marco de tiempo similar. Después de un punto de vista clinico practico la prueba
indirecta de AF sigue siendo la prueba de chequeo inicial por excelencia. El analisis
Western blot también ha resultado atil para distinguir entre infecciones por E.canis y
E.ewingii. (Rikihisa, et al. 1994) Esta caracteristica resulta beneficiosa porque la
mayoria de los perros con infeccion por E.ewingii muestran titulos positivos de
prueba indirecta de AF a E.canis No se dispone de pruebas indirectas de AF para

E.ewingii.

1.4.5 Cultivo de organismos

Es posible que los cultivos sanguineos tarden hasta semanas en mostrar
crecimiento. No se dispone de este método como rutina, resulta caro y es altamente
especifico del organismo que provoca la infeccion, sin embargo, se lo considera una

herramienta de investigacion.
1.4.6 Deteccién del acido nucléico

Se ha demostrado que la PCR es un método sensible para detectar infecciébn aguda
experimental por E.canis en perros. (Engvall, et al. 1996; McBride, et al. 2001) con
frecuencia dentro de los 4 a 10 dias posinoculacion y antes de que ocurra
seroconversion. No resulta clara la sensibilidad de la PCR de sangre en el perro
infectado en forma natural. Las dificultades en la extraccion del organismo, los
problemas inherentes a la técnica y la seleccion inapropiada de la muestra provocan
resultados falsos negativos. La razén principal de que ocurran resultados falsos
negativos es la amplificacion no especifica o la contaminacion de las muestras
durante su manejo o durante la realizacion de las pruebas. Las técnicas y los

reactivos de laboratorio actuales no estdn estandarizados. Han surgido pocos
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informes sobre el uso de PCR en sangre para diagnostico inicial de ehrlichiosis
canina ocurrida en forma natural cuando se comparo el resultado de la PCR en
sangre con el de la prueba indirecta de AF. En un estudio se observé una
correlacion deébil entre los titulos de prueba indirecta de AF y resultados de PCR.
(Stiles, 2000) En este estudio 13 de 49 (27%) mostraron un resultado positivo de
PCR en sangre, mientras que los resultados de prueba indirecta de AF de
anticuerpos a E.canis fueron positivos en todos los perros. También se encontré una
correlacion débil entre resultados de PCR en sangre comparados con resultados de
pruebas indirectas de AF en un estudio reciente en Tennessee, donde 10 perros de
90 mostraron resultados positivos a pruebas indirectas de AF y no se hallé que
fueran positivos a PCR en sangre. (Standaert, et al. 1995) También se informé esta
falta de correlacion que puede indicar insensibilidad del método de PCR en sangre o
exposicidén con depuracion del organismo en seres humanos con EGH. (Bakken, et
al. 2002) En este estudio los titulos de etapa convaleciente de pruebas indirectas de
AF fueron mas sensibles que la PCR para confirmar el diagnéstico de EGH. La
insensibilidad de PCR en sangre resulta evidente por que el ADN de la ehrlichia
puede amplificarse desde el bazo, mientras que no puede amplificarse en
especimenes sanguineos correspondientes. (Harrus, et al. 1998) La seleccion
apropiada de especimenes de tejido o liquidos corporales es importante. Por lo tanto
para un diagndéstico positivo mediante amplificacion de ADN de ehrlichia. La
sensibilidad de PCR en sangre para la confirmacion inicial de infecciones no es
suficientemente alta en forma consistente como para recomendarla como Unica
prueba de diagnéstico de ehrlichiosis. Debe usarse junto con serologia para detectar
animales infectados en forma aguda antes de la seroconversion. Puede
considerarse la PCR de aspirados de bazo como alternativa mas sensible que PCR
en sangre, en especial en tratamiento de seguimiento. (Harrus, et al. 2004) Con
infecciones localizadas, es posible que los ensayos de liquido articular, LCR o humor
acuoso resulten mas beneficiosos. Ademas, a medida que se refina la PCR, quizas
se compruebe que resulta Gtil para detectar a los animales tratados con infeccion
persistente por E.canis de aquellos que retienen titulos persistentes altos de pruebas

indirectas de AF después de un tratamiento exitoso.(lgbal, et al.1994; Wen, et al.
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1995) Aparte de cultivo de organismos la PCR es el medio mas especifico para
determinar la especie de rickettsia que infecta a un animal. Es mas, pueden
desarrollarse iniciadores para controles especificos de género para determinar la
cantidad de reacciones especificas que deben realizarse. Se ha desarrollado un

ensayo de PCR en tiempo real para detectar E.chaffensis.
1.4.7 Hallazgos patologicos

Las hallazgos patologicos de perros infectados por E.canis incluyen hemorragias
petequiales y equimoéticas en la superficie de las mucosas y serosas de la mayoria
de los 6rganos incluso de la cavidad nasal, el pulmoén, el rifio, la vejiga urinaria, el
tracto gastrointestinal (Gl) y el tejido subcutdneo. Se presenta linfadenomegalia,
esplenomegalia y hepatomegalia generalizadas con mayor frecuencia durante la
fase aguda. (De Castro,et al. 2004; Greene, et al.1984) Es posible que todos los
ganglios linfaticos estén agrandados y muestren una decoloracion amarronada. Un
hallazgo adicional en casos cronicos es emaciacion con pérdida de condicién
corporal general. La médula 6sea es hipercelular y muestra un color rojo en la fase
aguda, aunque con la enfermedad crénica se torna hipoplasica y muestra un color

palido por decoloracién grasa.

Uno de los hallazgos histopatolégicos mas caracteristicos es un infiltrado de célula
plasmatica perivascular en gran cantidad de 6rganos incluidos los pulmones, el
cerebro, las meninges, los rifiones, los ganglios linfaticos, la médula 6sea, el bazo y
a veces la piel o mucosa. Parece que el grado de infiltrados de célula plasmética y
linfoide aumenta en los perros afectados de forma crénica. (Lockhart, et al. 1997)
Resulta dificil detectar de forma histoldgica los organismos de ehrlichia en tejidos
fijados en formalina o solucion de Bouin. Con poca frecuencia se observan mérulas
en células fagociticas mononucleares en tejidos coloreados con hematoxilina y
eosina. (Greene, et al.1984) Es posible que la dificultad para encontrar organismos
en forma histolégica explique la razén por la cual no se diagnostica con frecuencia la

enfermedad en la necropsia.
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En el SNC se observa una meningoencefalitis no supurativa multifocal que involucra
el tronco encefalico, el cerebro medio y la corteza cerebral. La mayoria de las
lesiones se ubican en direccion ventral en el tronco encefalico y alrededor de la
materia blanca y gris periventricular. (Trapp, et al. 2002) Solo ocurre una encefalitis
muy leve del cerebelo. Con frecuencia la encefalitis en EMC es acompafada de
manguito vascular neuroparenquimatoso leve y gliosis. El infiltrado de células
inflamatoria meningea puede ser monocitico o linfoplasmocitico o ambos. (Neer
1995; Pancholi, et al. 1995) En la necropsia se presentan lesiones meningeas
microscopicas en casi todos los perros aunque algunos muestran signos clinicos de

meningitis.

Se ha informado que los signos clinicos involucran casi toda la estructura del ojo,
estos incluyen conjuntivitis, petequias o equimosis en la conjuntiva o iris, edema
corneal, uveitis e hipema. También es posible que ocurra hemorragia subretinal y
desprendimiento retiniano. En un estudio, se examinaron en forma histologica los
ojos de perros infectados en forma experimental con E.canis. (Pancholi, et al.1995)
Ocurrié uveitis en cada uno de los perros infectados con el organismo. El infiltrado
inflamatorio era predominantemente linfocitico, monocitico y plasmocitico. La
inflamacion ocular fue la mas comuan en el cuerpo ciliar y se torné menos intensa en
el coroides, el iris y la retina respectivamente. Los cambios pulmonares en la
ehrlichiosis consistentes son neumonia intersticial. En los inicios, se produce
acumulacion subendotelial de células mononucleares y es posible que se presenten
hemorragias alveolares e intersticiales. Se pueden encontrar organismos de E.canis

en células mononucleares septales y macrofagos del endotelio vascular pulmonar.

Es posible que ocurra glomerulonefritis y plasmocitosis intersticial en perros con
ehrlichiosis y esto puede explicar la proteinuria de algunos casos. Se observan
cambios histologicos minimos en rifiones de perros infectados en forma experimental
con E.canis. Sin embargo al examen ultraestructural mostré fusion de proceso de

podocitos que coincidieron con el desarrollo de la proteinuria.
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1.5 TRATAMIENTO

1.5.1 Farmacoterapia especifica

Los agentes antirrickettsias y los cuidados de apoyo forman el tratamiento para la
ehrlichiosis canina. Los farmacos eficaces han incluido tetraciclinas, cloranfenicol,
diprionato de imidocarb y amicarbalida. En general cuanto antes se comience el
tratamiento durante el proceso de enfermedad, mas favorable seran el pronéstico y
el resultado, porque resulta dificil tratar a los perros en fase crénica grave. ( Murphy,
et al. 1998) Es posible que en estos perros sea dificil resolver los cambios

inflamatorios multisistémicos y la mielosupresion.

En el pasado se consideraba que los mejores farmacos iniciales eran la tetraciclina y
oxitetraciclina, y aun funcionan correctamente, aunque en la actualidad se utilizan
con mayor frecuencia la doxiciclina y la minociclina. Estas ultimas son tetraciclinas
semisintéticas y solubles en lipidos que se absorben con facilidad para provocar
concentraciones altas en sangre, tejido e intracelulares. Como es posible que las
ehrlichias persistan en forma intracelular, es importante la penetracion del farmaco
en la célula para eliminar la infeccién. Por lo tanto, pueden administrarse tetraciclinas
solubles en lipidos por un periodo mas corto y a dosis mas bajas que las tetraciclinas
sin dejar de ser eficaces. El periodo de tratamiento sugerido con doxiciclina es de 7 a
10 dias, aunque un estudio encontrd que la doxiciclina (10mg/kg por dia) durante 7
dias no resultd eficaz para eliminar la infeccion por E.canis inducida en forma
experimental a partir de 3 a 5 perros. (McBride, et al. 2001) En otros estudios, la
doxiciclina (5mg/kg 2 veces por dia) utilizada durante 10 a 14 dias result6 ser eficaz
para eliminar la infeccion por E.canis inducida en forma experimental a partir de 8 de
8 y 13 de 13 perros infectados en forma aguda, respectivamente.(Breitschwerdt, et
al.1997; Breitschwerdt, et al.1998; Mylonakis, et al. 2003; Neer, et al. 2002) Todavia
se debate la posibilidad de que estos tiempos de tratamiento mas corto sean
adecuados en casos que ocurren de forma natural, algunos autores encontraron que
es posible que incluso un curso de doxiciclina de 6 semanas no sea suficiente para

eliminar los parasitos de E.canis de todos los perros infectados en forma
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subclinica.(Harrus, et al. 1998c) La duracion estandar del tratamiento en la infeccion
natural es de 21 a 28 dias y la declaracion consensuada de ehrlichia del Colegio
Americano de Medicina interna Veterinaria recomienda un minimo de 10 mg/kg por

dia durante 28 dias.

En general ocurre una mejoria clinica importante dentro de las 24-48 horas
posteriores al inicio del tratamiento con tetraciclinas en perros con enfermedad en
fase aguda o fase cronica leve. El recuento de plaquetas comienza a aumentar de
forma correspondiente durante este tiempo y por lo comun, se encuentra dentro del
rango normal para los 14 dias después del tratamiento. No se equipara la
recuperacion con la inmunidad permanente y los perros pueden volver a infectarse
con E.canis después del tratamiento anteriormente eficaz. La inmunidad parcial de
hecho se desarrolla, ya que la reinfeccién experimental con cepas heterdlogas han
provocado manifestaciones de enfermedad mas graves que las de cepas
homologas.(Breitschwerdt, et al.1997) Puede considerarse la administracion
intramuscular (IM) de oxitetraciclina de accion retardada de larga duracién cuando
resulta dificil la administracion oral del farmaco debido a los signos neuroldgicos o Gl
o cuando se anticipa el cumplimiento con la administracion del farmaco. (Kikuvi, et
al. 2001)

Se ha recomendado cloranfenicol para cachorros menores de 5 meses para prevenir
la decoloracién amarillenta de los dientes debido a las tetraciclinas. Sin embargo, es
menos probable que la doxiciclina provoque este efecto. Debe utilizarse cloranfenicol
en perros que presentan infecciones persistentes a pesar del tratamiento con
tetraciclinas. (Trapp, et al. 2002) No obstante debido a riesgos de salud publica
asociados con cloranfenicol y a su interferencia directa con la sintesis de médula
O0sea y hematopoyética, debe evitarse su administracion en perros anémicos o

pancitopénicos de ser posible.

Otros agentes antibacterianos que no son eficaces contra Ehrlichia spp.
monocitotropica en los seres humanos son la eritromicina, macrolidos nuevos
(azitromicina, claritromicina y telitromicina), penicilinas y aminoglucésidos. La

eficiencia de las quinolonas varia segun el farmaco utilizado y el organismo
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involucrado. N.sennetsu es susceptible a la ciprofloxacina in vitro. (Brouqui, et al.
1990) Se ha mostrado que la enrofloxacina es eficaz para el tratamiento de FMMR
experimental en perros. (Breitschwerdt, et al. 1991) En contraposicion, E.chaffensis
fue resistente a ciprofloxacina pero sensible a la doxiciclina, la rifampina in vitro.
(Brouqui, et al.1992) Ademas de la doxiciclina, la rifampina y las fluoroquinolonas
muestran actividad in vitro contra E.phagocytophilum. (Klein, et al.1997) Se ha
evaluado la eficacia de la enrofloxacina para el tratamiento de infeccion por E.canis
inducida en forma experimental. (Madigan, et al. 1996) Con una dosis de 5 mg/kg 2
veces por dia y 10 mg/kg por via oral 2 veces por dia durante 21 dias, 6 de 7 y 5 de
5 perros respectivamente, permanecieron trombocitopénicos y positivos a cultivos
sanguineos después de cada régimen de tratamiento. De los 5 ultimos perros, 3
mostraron mejoria de los recuentos de plaquetas al finalizar el tratamiento con
enrofloxacina. Los 12 perros fueron tratados con doxiciclina (5mg/kg 2 veces al dia,
oral durante 10 dias), arrojaron resultados negativos de cultivos sanguineos, y los
recuentos de plaquetas volvieron a ser normales. Sobre la base de estos resultados,
no pareceria que la enrofloxacina fuera eficaz contra E.canis. En otro estudio, los
autores trataron a 6 perros con enrofloxacina (5mg/kg 1 vez al dia durante 15 dias) y
encontraron mejoria clinica y de laboratorio en los 6 en el dia 15 del periodo de
tratamiento. (Kontos, et al. 1998) Se desconoce la posibilidad de que los recuentos
plaguetarios hayan disminuido varias semanas después del tratamiento. Es
interesante observar que, recientemente se ha evaluado la eficacia de la
enrofloxacina contra E.canis o su falta, con un estudio in vitro que mostré que el
genogrupo de E.canis presentaba resistencia natural mediada por girasa a

fluoroquinolonas. (Matthewman, et al. 1996)

El imidocarb, es un farmaco antiprotozoo, ha resultado exitoso para tratar
infecciones resistentes a E.canis. (Matthewman, et al. 1993) Este farmaco persiste
en los tejidos hasta 1 mes inclusive después de una dosis. Cuando se administrd
imidocarb como inyeccion IM Unica, el 83.9% de los perros con ehrlichiosis se
recuperd. Parece que el tratamiento exitoso de E.canis con imidocarb es resultado
de la exposicion prolongada del organismo al farmaco, ya que el crecimiento in vitro

de E.canis no se ve afectado por la exposicion a corto plazo (3 dias) de niveles
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aparentemente bajos o altos de imidocarb. (Kelly, et al. 1998) Los efectos
secundarios transitorios del dipropionato de imidocarb que dependen de la dosis
incluyen salivacidén excesiva, descarga nasal serosa, diarrea, disnea. Es posible que
estos signos sean resultado de un efecto anticolinesterasa. En un estudio
comparativo de tres vias de la eficacia de la doxiciclina (10mg/kg durante 28 dias) vs
dipropionato de imidocarb (5mg/kg IM 2 veces con 3 semanas de diferencia) vs
tratamiento de combinacion de doxiciclina-imidocarb (con el mismo régimen de
dosis) en ehrlichiosis ocurrida en forma natural) no se encontraron diferencias
significativas desde el punto de vista estadistico entre grupos de tratamiento. (Sainz,
et al. 2000a.) Se consider6 que alrededor del 93 al 94% de los perros respondieron
en este estudio sin importar el grupo de tratamiento al que fueron asignados. Sobre
la base de este hallazgo, se puso en tela de juicio la eficacia clinica del dipropionato

de imidocarb sobre la doxiciclina. (Kleiter, et al. 2001)

La amicarbalida es una carbanilida estrechamente relacionado que se ha utilizado

para tratar ehrlichiosis.

Ademas del tratamiento antimicrobiano, quizas se justifique la fluidoterapia de apoyo
para la deshidratacién o las transfusiones sanguineas si el perro se encuentra
gravemente anémico. Las transfusiones sanguineas no aumentan en forma
significativa las cantidades de plaquetas por lo tanto es posible que sea necesario
plasma rico en plaguetas en una situacion de emergencia. Faltan datos para
confirmar el uso de factores de crecimiento como eritropoyetina y factor estimulador
de crecimiento de granulocitos. Sin embargo los resultados de un solo informe de
caso sugieren que podrian ser Utiles para el tratamiento de ehrlichiosis cronica
grave. (Aroch, et al. 2001)

El tratamiento a corto plazo (2 a 7 dias) con dosis inmunosupresoras de
glucocorticoides (2mg/kg de prednisona) puede resultar beneficioso durante la etapa
temprana del periodo de tratamiento, cuando se presenta trombocitopenia grave o
gue constituye un riesgo para la vida. Un mecanismo mediado por respuesta inmune
es responsable, en parte de la trombocitopenia y la disminucién de la funcion

plaquetaria. La légica sobre el uso de tratamiento con prednisona cuenta con una
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base cientifica. Algunos médicos clinicos prefieren utilizar glucocorticoides y
tetraciclinas combinados al comienzo debido a la dificultad para distinguir ehrlichiosis
canina de trombocitopenia mediada por respuesta inmune y debido al tiempo de
retardo antes de que se disponga de los resultados de las pruebas seroldgicas.
Cuando no se realizan pruebas serologicas, el uso exclusivo de tetraciclinas al
comienzo permite un diagndstico terapéutico por mejoria clinica en 24 a 48 horas.
En estas situaciones no deben excluirse los glucocorticoides si la hemorragia
constituye un riesgo de muerte, dado que estos ayudan a reducir la tendencia a la
hemorragia en varios trastornos trombocitopénicos primarios. Es posible que los
glucocorticoides resulten utiles en el tratamiento de otras condiciones mediadas por
respuesta inmune asociadas con ehrlichiosis, como poliartritis, vasculitis y
meningitis. En un estudio con meningitis secundaria a ehrlichiosis granulocitotrépica,
se necesitaron glucocorticoides ademas de doxiciclina antes de lograr la resolucion

clinica de los signos. (Greene, 2008)
1.5.2 Tratamiento de control

Es importante controlar la respuesta al tratamiento de infecciones por ehrlichia
porque algunas especies pueden provocar infecciones persistentes. La resolucion de
la trombocitopenia es el desarrollo mas rapido que puede ocurrir dentro de un
periodo de 7 a 10 dias después del tratamiento. Como la infeccién puede
recrudecer, deben evaluarse los recuentos de plaquetas por lo menos 1 a 3 meses
luego de detener el tratamiento. La resolucion de los cambios en proteinas séricas
provocadas por hiperglobulinemia puede llevar incluso 6 a 12 meses. Resulta muy
dificil seguir los titulos especificos de anticuerpos a Ehrlichia de alta magnitud
porque la mayoria de los laboratorios informan un valor maximo en lugar de un
criterio de valoracion de dilucién y con frecuencia, la disminucién de estos niveles
altos no es lineal con respecto al tiempo. En algunos perros, se resuelven todas las
anormalidades clinicas y de laboratorio ; sin embargo, es posible que presenten un
titulo de anticuerpos persistentemente alto. En estos casos, se puede justificar la
evaluacion de la PCR, quizas de un aspirado de bazo. En algunos de estos casos,

como con otras enfermedades infecciosas, es posible que continde el aumento de
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los titulos de anticuerpos séricos después de la eliminacion del organismo, no
obstante, todas las anormalidades clinicas y de laboratorio deberian resolverse si se
toma en cuenta esta conclusion. Ademas los perros pueden volver a infectarse
después de la recuperacion, en especial cuando viven en ambientes altamente
endémicos. Por lo tanto puede resultar dificil comprobar la eliminacion de la infeccion
después del tratamiento. Si un animal no muestra mejoria clinica luego de régimenes
de tratamiento recomendados, debe considerarse otra causa de enfermedad o
causa que la agrave. La mayoria de los perros con infecciones por ehrlichia
muestran cierta resolucion de la enfermedad clinica dentro de las 24 a 48 horas de
la implementacion del tratamiento, incluso si los pardmetros de laboratorio clinico
permanecen anormales. A pesar de que puede eliminarse predecible la infeccion de
los perros infectados en forma experimental con regimenes apropiados, se sabe que
resulta preocupante en cierto modo el hecho de que las infecciones naturales en
algunas éareas del mundo sean mas resistentes al tratamiento. Ademas en un caso
en el que se trataron perros con varias infecciones por ehrlichia, ésta parecié mas
resistente a la doxiciclina. (Breitschwerdt, et al. 1998) es posible que esta resistencia
evidente a la terapia involucre en realidad reinfeccién en condiciones naturales en

ambientes infestados de garrapatas.

1.6 PREVENCION

En la actualidad, no se dispone de una vacuna; por lo tanto, la quimioterapia, la
quimioprofilaxis y las medidas de control de garrapatas son medios principales de
prevencion. En comparacion con perros no tratados, la seroconversion en perros que
ingresaban en un area endémica de infeccion por E.canis era reducida si se los
trataba con Fipronil 1 vez por mes. (Davoust, et al. 2003) Para infecciones a E.canis
en perrera, se ha mostrado que la tetraciclinas un farmaco profilactico eficaz contra
la reinfeccion inicial o reinfeccion cuando se le administra via oral en dosis de 6.6
mg/kg/dia. La aplicacion indiscriminada de este farmaco a todos los perros

conducira, en teoria, a resistencia al mismo.

Puede lograrse el control en areas endémicas si se mantienen programas estrictos

de control de garrapatas para los perros y las instalaciones, mediante el uso de la
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prueba indirecta de AF para identificar perros expuestos e infectados, mediante el
tratamiento de todos los infectados con el régimen terapéutico de tetraciclina. Deben
realizarse pruebas serolégicas a todos los animales que ingresan a una perrera, se
los debe tratar por garrapatas y aislarlos hasta disponer de los resultados. Cuando
estas medidas fallan, quizas el Unico recurso sea mantener a los perros
(susceptibles y tratados con éxito) con niveles profilacticos de tetraciclina. Si se
siguen estas pautas, deberia quebrarse el ciclo de infeccién por E.canis en la
garrapata, porque no ocurre transmision transovarica de E.canis en garrapatas
Rhipicephalus. Como R.sanguineus es la Unica garrapata residente y prefiere
alimentarse de perros en todas las etapas, es importante para mantener las
infecciones de E.canis en ambientes de perreras. La importacibn de perros
infectados con E.canis 0 garrapatas R.sanguineus infectadas es un riesgo continuo
en paises como el Reino Unido, donde la ehrlichiosis canina no es endémica. (Shaw,
et al. 2001) Deben tomarse recaudos para revisar a los perros que ingresan y buscar
ehrlichiosis mediante métodos serolégico. Con las otras especies de ehrlichia,
anaplasma y neorickettsia, las garrapatas de exterior son fuentes de infeccion en
potencia junto con multiples huéspedes reservorio de vida silvestre no identificados
aun. La udnica solucién son las medidas de control de garrapata en perros

susceptibles.

1.7 CONSIDERACIONES DE SALUD PUBLICA

Antes de 1986, la Unica especie de ehrlichia reconocida como infectante de seres
humanos era N.sennetsu. Este agente primero asilado en Japon es responsable de
un leve sindrome tipo mononucleosis. Desde entonces se ha informado que dos
agentes nuevos de ehrlichia provocaron la enfermedad en seres humanos en los
Estados Unidos. El primero es E.chaffensis, el agente causal de EMH (Anderson, et
al. 1991; Santarém, et al. 2000; Stafford, et al. 1999) que se presenta como una
enfermedad aguda similar a la gripe, caracterizada por fiebre, cefalea, malestar y a
veces muerte en seres humanos afectados en forma grave. E.chaffensis esta

estrechamente relacionada con E.canis y los perros no desarrollaran la enfermedad
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clinica a pesar de que pueden infectarse en forma experimental. (Dawson, et
al.1992) Las infecciones naturales en los perros pueden desarrollar un curso
diferente. Es probable que la EMH, que predomina en el Sur y sudoeste de los
Estados Unidos, involucre un ciclo silvestre en la naturaleza, con ciervos, roedores o
ambos como huéspedes reservorios y A.americanum (0 quizds D.variabilis) como
vectores mas probables. A pesar de que los reservorios de vida silvestre son mas
importantes, los perros podrian ser portadores de E.chaffensis en regiones
geograficas endémicas, Es posible que los perros estén involucrados en el
transporte de garrapatas en cercanias a seres humanos, y un riesgo posible podria
ser un papel que cumple el manejo de garrapatas o sus excreciones o fluidos
corporales. Ademés se ha sugerido que el agente de ehrlichiosis humana
venezolana es una variante de E.canis o una subespecie de esta transmitida por
R.sanguineus. (Neer, 1995; Unver, et al. 2001) Por lo tanto, en América del Sur, es
posible que los perros sirvan de reservorio de ehrlichiosis humana venezolana y
R.sanguineus podria servir de vector. Desde hace afios se conoce el riesgo
potencial de transmisién de ehrlichiosis perros por transfusiones sanguineas, y este
hecho se estd volviendo también una preocupacion en aumento en medicina
humana de transplantes. (Liddell, et al. 2002; McBride, et al. 2000; Rosenfeld-
Aguero, et al. 1996; Sadikot, et al. 1999; Talbot, et al. 2003)

Y considerando lo anterior, podemos observar que no se ha reportado en estudios
diversos los hallazgos hematol6gicos mas comunes de los pacientes caninos con
ehrlichiosis en fase crénica o en fase subclinica, por lo que este estudio pretende
describir dichos cambios en estos tipos de pacientes ya que es de gran utilidad
observar esto, debido a que pueden existir variaciones en los valores de referencia
gue se podrian asociar a otras patologias y no a la infeccion con E.canis. Ademas
no siempre se tienen a la mano los métodos definitivos de diagndstico, con lo que se
podria correlacionar la signologia clinica de haberla y con los hallazgos al

hemograma para asi poder acercarse mas a un diagnostico presuntivo mas certero.
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2. OBJETIVOS

e Determinar la prevalencia de E.canis por método de ELISA en perros
parasitados con garrapatas de la ciudad de Lazaro Cardenas, Michoacan.

e Categorizar por raza, sexo y edad a los perros positivos a E.canis.

e Categorizar valores hematolégicos en alto, normal o bajo con respecto a los
intervalos de referencia del hemograma en los perros positivos a E.canis.

e Correlacionar los resultados con lo reportado en la literatura actual.

3. HIPOTESIS

Los perros con ehrlichiosis crénica presentan anemia, trombocitopenia y leucopenia

por aplasia medular.

4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el periodo comprendido entre los meses de Febrero a
Junio de 2011, en la ciudad de Lazaro Cardenas, Michoacan, México, ubicado al sur
de este estado, justo en la frontera con el estado de Guerrero, que esta delimitada
por el Rio Balsas, ademas colinda con el océano Pacifico; se encuentra en las
coordenadas 17°5722"N 102°11'32"0 a una altitud de 10 metros sobre el nivel del
mar. Cuenta con una poblacion de 178,817 habitantes hasta el 2010 segun el
INEGI. Su clima es tropical con lluvias en verano. Tiene una precipitacién pluvial
anual de 1,276.8 milimetros y una temperatura media anual de 27,8 °C. Su
ecosistema consiste en bosque tropical deciduo y su flora nativa consiste en papaya,
zapote, mango, tepeguaje, congolote, parota y ceiba, palma, coco, anona, coyol,
enandi y cuéramo. Ademas dentro de la fauna endémica de esta region consta de
armadillo, cacomixtle, zorro, tlacuache, venado, coyote, nutria, ocelote, jabali, pato,
cerceta, faisan, ademas de muchas otras especies marinas. (Gobierno del estado
2011; INEGI 2011).
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Figura 4.1 Mapa de localizacion y distribucion del estudio.

Como se muestra en la figura 4.1, se localiza la region, asi como la distribucion de
toma de muestreo para la realizacion de este estudio, para lo cual fueron
seleccionadas 7 zonas urbanas en la entidad antes descrita, en las cuales se
obtuvieron por zona en promedio 4 a 7 muestras de sangre periférica venosa por
venopuncion (vena cefalica o safena) de perros (Canis familiaris) conforme a la
NOM-062-Z00-1999 y cuyos propietarios refirieron haber estado expuestos dentro
de los 3 ultimos meses al vector de la enfermedad en estudio, en este caso la
garrapata Rhipicephalus sanguineus o en su defecto que fueran portadores del
mismo al momento de la revision, y que no tuvieran signos clinicos de la

enfermedad, ademas éstos no deberian haber sido tratados recientemente (durante
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el dltimo mes) con antibioticos. Si cumplian con los requisitos se procedia a tomar la
muestra de sangre con una jeringa de 3 ml de capacidad, con aguja hipodérmica,
una vez obtenidas las muestras, siendo una cantidad minima de muestreo 1 ml. de
sangre, se depositaron de forma inmediata (previo retiro de la aguja para evitar la
hemolisis) en tubos con acido etildiaminotetracético (EDTA) para impedir la
coagulacion de la sangre, posteriormente se mezclaron suavemente y se dejaron
reposar por 30 min, enseguida se colocaron en una hielera con refrigerante a una
temperatura de 2 - 4 °C donde fueron transportadas a la ciudad de Morelia,
Michoacan; esto debido a que en el lugar donde se realiz6 el presente trabajo no hay
algun lugar que brinde el servicio de estudios de laboratorio especializado en
animales ni hay personal capacitado para su procesamiento. Una vez llevadas a
dicha ciudad se realizaron las pruebas de ELISA consistente en un kit de
diagndstico llamado “Canine Snap 4Dx” (IDEXX) para detectar anticuerpos contra
Ehrlichia canis; dicha prueba es cualitativa y presenta una sensibilidad del 97%
(aunque dependiendo de la cantidad de titulos puede verse mas “fuerte” la reaccion
de coloracion durante el procedimiento, o muy tenue si la reaccion de aglutinacion
fuera moderada en caso de haber pocos titulos). El procedimiento para realizarla

consistio en (ver figura 4.2):

1. Se dej6 que la muestra alcanzara la temperatura ambiente aproximadamente
durante 30 minutos, pues estas habian sido refrigeradas (no se calentaron
como se indica en las instrucciones del kit).

2. Se tomd con una pipeta (incluida en el kit) 3 gotas de la muestra y se
colocaron en un tubo de ensayo nuevo.

3. Se agrego6 4 gotas del conjugado (solucion incluida en el Kit), al mismo tubo
de ensayo sosteniendo en posicion vertical.

4. Enseguida se tap6 el tubo de ensayo y se mezclé a fondo, invirtiendo entre 3
a 5 veces.

5. Se coloco el dispositivo sobre una superficie horizontal, agregando el
contenido del tubo de ensayo en el pocillo de muestras del dispositivo.

Teniendo cuidado de no verter el contenido fuera de dicho pocillo.
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Se observara que la muestra fluya por la ventana de resultados, alcanzando el
circulo de activacion en aproximadamente entre 30 a 60 segundos. Es posible que

guede algun resto de la muestra en el pocillo.

6. En cuanto aparezca el color en el circulo de activacion, presionar el activador
con firmeza hasta que quede al ras con el cuerpo del dispositivo.
7. Leer los resultados de la prueba después de haber transcurrido 8 minutos.

Si la prueba anteriormente descrita se tornaba positiva, se le realizaba un estudio de
hemograma convencional para medir los valores de los tres tipos de grupos
celulares y poder generar asi los datos concernientes a la investigacion, dichos
datos se registraron en la bithcora y se recopilaron en una computadora en un

programa de hoja de calculo para su procesamiento y analisis.
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5. RESULTADOS

En el estudio efectuado se observé que la prevalencia de anticuerpos contra E.canis
en Lazaro Cardenas Michoacan fue de 64 % (ver grafica 5.1) (32 de 50 perros), el
16% de los perros muestreados no presentd ninguna reaccion positiva a E.canis o a
alguna de las otras tres enfermedades (Borrelia burdogferi, Dirofilaria immitis,
Anaplasma phagocytophilum), el porcentaje restante (20%) present6 coinfecciones

con dichas enfermedades asi como presentacion Unica de las mismas.

Prevalencia de anticuerpos contra
E.canis

® Negativos

® Borrelia burdogferi
® Dirofilaria immitis
* Anaplasma

phagocytophilum

® Erhlichia canis

Gréfica 5.1 Prevalencia de anticuerpos contra E.canis en perros muestreados en la ciudad de

Lazaro Cardenas Michoacéan. (n=50)
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La raza que resultdé con mayor porcentaje de pacientes caninos positivos a la prueba

fue la criolla (ver grafica 5.2).

® Chihuahua
® Ppitbull___ 3%
3%
¥ Dalmata
3%

¥ Xoloscuintle
6%

Razas Positivas a E.canis - ™ Golden retriver

® Daschound

3%
¥ Cocker spaniel

3% 7%

™ Pastor aleman
3%

——— ¥ Poodle

13%

e

L ¥ Labrador
Criollo 6%

28%
® Doberman

6%

Gréfica 5.2 Razas mas afectadas con titulos de anticuerpos contra E.canis de perros

muestreados en la ciudad de Lazaro Cardenas Michoacan. (n=32)

El 66 % de los perros positivos a E.canis fueron hembras y el 34 % machos (ver

grafica 5.3).

Grafica 5.3 Predisposicion por sexo encontrada en perros con anticuerpos contra a E.canis

muestreados en la ciudad de Lazaro Cardenas Michoacan (n=32)
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Los perros de acuerdo al rango de edad mas afectado fueron los que se

encontraban entre 4 a 7 afios de edad (gréfica 5.4) con un 41%.

® 0 a 3 aios

* 4 a7 afos

® 8 0 mas anos

Gréfica5.4 Rango de edad con mayor prevalencia de anticuerpos contra a E.canis de perros

muestreados en la ciudad de Lazaro Cardenas Mihoacan. (n=32)

Se observé que 20 perros positivos a la prueba de ELISA (62%) presentaron
infeccién Unica de E.canis, el 25% presentd coinfeccion con Dirofilaria immitis, y el
13% restante present6 alternancia con infeccion de Anaplasma phagocytophilum y
Dirofilaria immitis. Esto fue posible determinarse gracias a que el kit de ELISA
también detecta anticuerpos y antigenos de estos agentes, dicha prueba también
detecta anticuerpos contra Borrelia burdogferi (el agente etioldgico de la enfermedad

de Lyme) y se obtuvo una prevalencia nula.

El 85% de los perros positivos presentdé alguna alteracibn hematolégica en el
recuento de leucocitos, hematocrito y plaquetas, solo el 15% de los perros no
presento alteraciones en el recuento general aunque si presentaron alteraciones en
los recuentos de linfocitos, eosinofilos, neutréfilos segmentados y en banda. Por lo
gque se observd que el 100% de los perros positivos a E.canis presentaron una o
mas alteraciones hematoldgicas.

Ninguno de los 32 perros positivos a E.canis presentd pancitopenia, solo el (3%)

presento bicitopenia consistente con trombocitopenia y anemia.
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Se observé que 38% de los perros presentaron anemia, el 19 % trombocitopenia,
47% leucocitosis, 91% Hiperproteinemia, 16% neutropenia, 75% presentd desviacion
a la izquierda, 69% presentd linfocitosis, 72% eosinofilia y 22 % presentd basofilia

como se muestra en la grafica 5.5.

100%
919,
90% -
80% - 75%
0,
9% 72% B Anemia
70% - B Trombocitopenia
B Leucocitosis
60% -
W Hiperproteinemia
50% - 47% B Neutropenia
M Desviacion a la Izquierda
. 38%
40% m Linfocitosis
m Eosinofilia
30% -
2% Basofilia
9%
20% - 6%
10% A
0% 1
Alteraciones Hematoldgicas

Grafica 5.5 Alteraciones hematolégicas mas frecuentes en perros con titulos contra E.canis

muestreados en la ciudad de Lazaro Cardenas Michoacan (n=32)

También se pudo observar que del 47 % de perros que presentaron leucocitosis,
solo el 40% la presentd sin ninguna otra alteracion en el hematocrito ni recuento
plaquetario, el 33% presentd leucocitosis en combinaciéon con anemia, el 19%

presento leucocitosis con trombocitopenia, y ningun perro presenté pancitopenia

como ya se habia mencionado.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se observd que el agente etiolégico de la enfermedad
Ehrlichia canis se encuentra ampliamente distribuido como lo refirieron Martin y
cols. en el afio 2000 y Nufiez en el 2003, donde hablan sobre la prevalencia de este
agente en el mundo y este ultimo, en México, en dicho estudio la prevalencia fue de
33.1%, y especificamente en el apartado del estado de Michoacan manejé una
prevalencia nula, aunque Nufiez lo asocia a un bajo muestreo, y refirid en su estudio
que las prevalencias podrian variar ampliamente dependiendo de la zona en la que
se halla muestreado asi como por su ecosistema; es por ello que se puede
corroborar con el 64% de prevalencia obtenido en el presente estudio, que aunque
ya habia sido muestreado por Nufiez en 2003, dicho método fue insuficiente para la
region de Michoacan, y no selectivo hacia regiones endémicas de la enfermedad en
el mismo estado como lo son las zonas calidas y tropicales donde abunda el vector.
Aunque este estudio solo se posiciond en una region especifica de la Costa del
estado, se contrastd altamente la diferencia en prevalencia entre zonas
pertenecientes a la misma region. También se denoté que hay una alta relacion con
la prevalencia de titulos de anticuerpos contra E.canis y la existencia de historial de
infestacion previa con el vector (la garrapata Rhipicephalus sanguineus) como lo
mencion6d Johnson y cols. en 1998. Aunque en este estudio no se contabilizd

estadisticamente.

Durante los muestreos se corrobor6 mediante un cuestionamiento verbal y un
examen fisico que los perros muestreados no presentaran signologia clinica de la
enfermedad, de lo contrario no eran muestreados, esto porque se desel estudiar
pacientes en fase subclinica, debido al enfoque de relevancia que se le dio al
estudio, puesto que la fase clinica de la enfermedad ya ha sido descrita ampliamente

como se muestra en la introduccion de este trabajo.

Dichos conteos de prevalencia se pueden asociar en gran medida a infecciones con

curso subclinico o cronico, pues a pesar de que son pacientes clinicamente sanos
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absolutamente el 100% presenté alteraciones hematoldgicas en el recuento de
alguna de sus lineas celulares; aunque en un estudio reportado por Hoskins y cols.
en 1988 se detectaron titulos persistentes a ehrlichiosis en perreras saludables con

una prevalencia del 20.3%.

Warner y cols. en 1996, refirieron que en los perros no tratados es posible que
ingresen a la fase subclinica por lo que no se observa signologia y los perros se
normalizan clinicamente pero también comentaron que es posible que los niveles de
plaguetas permanezcan en niveles inferiores a los rangos de referencia, en este
estudio se observd que solo el 19% de los perros positivos a la prueba de ELISA
presentaron trombocitopenia. Harrus y cols. en 1998 comentaron que los perros que
se encuentran en la fase subclinica pueden ser portadores persistentes en potencia
durante afios como lo demostraron en su estudio de seguimiento a 3 afos, por lo
gue se valida el hecho de que pacientes que no tenian garrapatas al momento del
estudio, presentaban titulos de anticuerpos contra E.canis lo que los asocia a
pacientes con infeccidn persistente del agente sin signologia aparente. Cabe sefialar
que ninguno de los perros muestreados presentaba signos clinicos de la
enfermedad, por lo que se asume que los titulos de anticuerpos que presentaban
eran por infeccion subclinica, cronica, o en su defecto habian resuelto sin

tratamiento la enfermedad clinica.

Se puede considerar que aunque las pruebas de ELISA como el Kit Snap 4DX
presentan una sensibilidad del 97% resultaron positivas a anticuerpos contra E.canis
no significa que los individuos porten la bacteria, si se ha asociado altamente los
titulos altos con las alteraciones hematolégicas a la persistencia de la ehrlichia
misma en las células del hospedero como lo reporto Bartsch y cols. en 1996. Aunque

mencionaron su dificultad para comprobar su persistencia en el organismo.

En el estudio se observé una mayor prevalencia en perros de sexo hembra y con
edad de 4 a 7 afios, aunque Nyindo y cols. sefalaron en 1991 que no existe
predileccion de edad ni sexo para la enfermedad; se denoté que la raza que

presentd mas casos positivos fue la criolla, también Nyindo y cols sefialaron en 1991
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gue hay una susceptibilidad a la raza Pastor aleman de la cual en este estudio no se
obtuvo una muestra representativa, cabe sefialar que este resultado pudo verse

afectado ya que la raza criolla fue la predominante durante el muestreo.

Se pudo observar que las alteraciones hematologicas mas presentadas fueron la
hiperproteinemia (91%) la cual Harrus y cols. en 1997 la describieron ampliamente y
lo han asociado a que la enfermedad produce gamapatias policlonales y la cual
debe diferenciarse de leucemia linfocitica de y mieloma. También los perros
muestreados presentaron anemia, neutropenia, trombocitopenia, como lo han
descrito Warner y cols. en el afio 1999 las cuales las han descrito en todas las fases
de la enfermedad; ademas en el presente estudio se encontr6 que los perros
positivos a anticuerpos contra E.canis presentaron leucocitosis, desviacién a la
izquierda, linfocitosis, eosinofilia, y basofilia lo cual se asocia ampliamente a la
persistencia de E.canis en los perros como lo mencionaron Willard y cols. pero
también se puede asociar a coinfecciones con otras enfermedades como Anaplasma
phagocytophilum, y sobre todo la eosinofilia a la infestacién con Dirofilaria immitis,
inclusive dichos autores refirieron la asociacion de estas alteraciones a la infestacion
por parasitos como las garrapatas, aunque también se puede asociar a alérgenos o
degradacion tisular. Ademas pueden presentarse infecciones oportunistas por otros
protozoos, hongos y bacterias como también lo mencionaron Dubey y cols. en el afio
2003. Asi mismo en este estudio se describe que solo el 40% de los perros positivos
presentaron leucocitosis como Unica alteracién, que el 33 % presento leucocitosis en
conjunto con anemia, y 19% leucocitosis con trombocitopenia, lo cual se puede
asociar a la infeccién cronica de la enfermedad y a sus coinfecciones con otros

agentes como se mencion6 anteriormente.

Greene y cols. en 2008 describieron que los pacientes con infeccién E.canis
presentan linfocitosis granular por presencia de granulos azordfilos, la cual se
confunde con leucemia linfocitica bien diferenciada en algunos perros; en el
presente trabajo, si se pudo observar en algunos pocos casos este tipo de linfocitos.
Murphy y cols. en 1998, mencionaron la posibilidad de realizar el diagnéstico

definitivo de la Ehrlichia canis por medio de frotis de sangre con la identificacion de

————————————
39




morulas en leucocitos, mencionaron que es mas sencillo realizar la identificacion de
frotis de sangre del lecho capilar del pabellon auricular; aunque en dicho trabajo se
realizaron los frotis de sangre de vena cefalica o safena no se pudieron identificar
estos hallazgos en los frotis de perros positivos anticuerpos contra E.canis debido a

que los frotis eran delgados y de sangre periférica como ya se menciono.

7. CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo se puede concluir que tiene relevancia clinica, ya que
proporciona una herramienta muy utili al momento de interpretar andlisis de
laboratorio como lo es el hemograma en pacientes que han estado expuestos a
ectoparasitos endémicos de la region de la costa michoacana como es el caso de la
garrapata Rhipicephalus sanguineus, la cual transmite el agente etiolégico E.canis,
sobre todo cuando se trata de pacientes clinicamente sanos, que se les podria
realizar por ejemplo dicho estudio de laboratorio preoperatoriamente, en los que lo
Unico que observariamos durante el examen fisico es la infestacion por este
artropodo, o que en la historia clinica se nos refiera que ha presentado dicha
infestacion. Por lo que nos serviria de referencia para observar los valores
“‘normales” que podemos encontrar, sin perdernos tanto en buscar la etiologia de
dichas alteraciones, es decir, nos proporciona una guia practica para concluir con
diagnostico certero, de esta manera poder determinar la aplicacion de un
tratamiento especifico, dependiendo de cada paciente y las alteraciones que

presente.

Otra cuestion importante es que en la region donde se realiz6 el estudio, de manera
casi nula se envian muestras de sangre para su analisis como el caso de un
hemograma o una bioquimica sanguinea, ya que en esta zona, no se tiene acceso a

lugares donde se realice de manera cotidiana dicho procedimiento en animales, ni
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gente capacitada para realizarlo, y es del interés del sustentante de este trabajo,
crear una base de datos util, practica y de facil acceso que permita valorar a los
pacientes en el ambiente de la region, ya que estd bien documentado que los
individuos presentan ajustes en los valores hematologicos dependiendo de cada
zona, de su entorno, clima, humedad, altitud y de las interacciones que tenga cada
uno con dicho medio. Lo que permitiria brindar un servicio completo y de calidad a
las mascotas y sus propietarios.
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