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“PREVALENCIA DE Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma

platys EN PERROS DOMESTICOS INFESTADOS CON
GARRAPATAS EN EL MUNICIPIO DE TACAMBARO, MICHOACAN?”.

Facultad de Medicina Veterinaria 'y Zootecnia, Universidad Michoacana de San
Nicolas De Hidalgo.

Pérez-Patraca, |. Al., Padilla-Arellanes S2., Garate-Gallardo L3.

RESUMEN

La anaplasmosis canina es provocada por dos agentes infecciosos que pertenecen
a la familia Anaplasmataceae formado por organismos intracelulares Gram negativos
obligatorios que parasitan leucocitos, eritrocitos, células endoteliales o plaquetas. Es
trasmitida por garrapatas duras (Ixodidae) que afecta a los animales y al ser humano.
Se distribuye en zonas geograficas con caracteristicas tropicales y subtropicales y
siendo una enfermedad zoondtica es importante saber y conocer la existencia de
esta enfermedad en el estado de Michoacan, México. El objetivo de este trabajo fue
determinar la seroprevalencia de Anaplasmosis en perros del municipio de
Tacambaro, Michoacan infestados con garrapatas. Se muestrearon 30 perros y se
obtuvo una  seroprevalencia del 23% con el kit de ELISA. En las capas
leucoplaquetarias se observé en el 100% de los animales morulas de Anaplasma
platys y en ningun animal moérulas de Anaplasma phagocytophilum. Concluimos que
existe la anaplasmosis en el estado de Michoacan, siendo el primer reporte en este
estado, sin embargo se recomiendan mas pruebas para investigar si en realidad no

existe Anaplasma phagocytophilum.

Palabras clave: Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, perro, Michoacéan




ABSTRACT

Canine anaplasmosis is caused by two infectious agent belonging to the family
Anaplasmataceae, they are obligate intracellular Gram negative organisms that
parasitic leukocytes, erythrocytes, platelets or endothelial cells. And they are
transmitted by hard ticks (Ixodidae) that affects animals and humans. It is distributed
in geographic areas with tropical and subtropical characteristics and being a zoonotic
disease is important to know and understand the existence of this disease in the state
of Michoacan, Mexico. The aim of this study was to determine the seroprevalence of
anaplasmosis in dogs at Tacambaro Township, Michoacan, infested with ticks. Thirty
dogs were sampled and a seroprevalence of 23% with the ELISA kit was obtained. In
the buffy coats were obseved in 100% of animals morulae of Anaplasma platys, and

any animal Anaplasma phagocytophilum morulae. We conclude that there are

anaplasmosis in the state of Michoacan, and this is the first report in the state,

however further testing is recommended to investigate whether there is Anaplasma

phagocytophilum in reality.

Keywords: Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, dog, Michoacan
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1. INTRODUCCION

La Anaplasmosis aparece en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo

incluyendo Sudamérica y América Centra, los EE.UU., sur de Europa, Africa, Asia y

Australia. Son pequefias bacterias en forma de cocos, pleomorficas, Gram negativas
intracelulares obligadas que se replican dentro de vacuolas de las células del
hospedador formando moérulas con el potencial de causar una enfermedad en los
seres humanos y varias especies de mamiferos. Proviene del orden de las
Rickettsiales que se refiere a un gran numero de bacterias Gram negativas
intracelulares obligatorias. Anteriormente se conocia como Ehrlichia phagocytophila,
Ehrlichia equi y ehrlichiosis granulocitica humana. Esta enfermedad es trasmitida por
16 especies de garrapatas de 7 géneros. (Boophilus, Dermacentor, Rhipicephalus,
Ixodes, Hyalomma, Argas y Ornithodoros). El periodo de incubacion es de 1 a 21
dias posterior a la picadura de una garrapata, en su fase aguda presenta Sindrome
febril, depresion, anorexia, linfadenomegalia, secrecién ocular o nasal, pérdida de
peso leve, vasculitis, anemia no regenerativa de leve a moderada, leucopenia,
neutropenia, trombocitopenia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia. Las pruebas para
detectar la Anaplasmosis son las de deteccion de anticuerpos séricos especificos,
Inmunofluorescencia indirecta IFA y ELISA (Snap 4x) y, por medio de la realizacion
de capas leucoplaquetarias. Actualmente se usan las tetraciclinas e imidocarbamol
para el tratamiento, aparte con la ayuda de desparasitantes externos para el control
de la garrapata y lograr la disminucién en infecciones de la enfermedad.




2.- ANTECEDENTES

2.1.- SINONIMIAS

Antiguamente a esta enfermedad se le conocia como Cytoecetes phagocytophila
canina. (DeSC, 2013), Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi, Agente de la Ehrlichia
granulocitica humana y se unificaron como un una sola especie que actualmente es
reclasificadas como Anaplasma phagocytophila. (Chen y col, 1994). En cuanto a
Anaplasma platys se le conoce también como Anaplasmosis trombocitotropica.
(Greene, 2008.)

2.2.- ETIOLOGIA

2.2.1. INFECCION POR A. phagocytophilum

La enfermedad provocada por A.

phagocytophilum se denomina de
manera apropiada Anaplasmosis

granulocitotropica canina. (Greene,

2008.) ‘3

La familia Anaplasmataceae esta

formado por organismos intracelulares ; et ' )
Imagen 1. Morula de A. phagocitophilum, (infectious
Gram negativos obligatorios que Organisms blood smear, consulta en linea)
parasitan leucocitos, eritrocitos, células endoteliales o plaguetas. Estos agentes son
transmitidos de modo natural a seres humanos y animales domeésticos desde
garrapatas especificas que adquieran las infecciones por alimentarse de mamiferos

de vida silvestre. (Greene, 2008.)




La Anaplasmosis canina se ha denominado como una enfermedad de infecciones
bacterianas transmitida por garrapatas duras (Ixodidae) que afecta a los animales y
al ser humano. (Carter, 1994). Hay dos grandes familias definidas dentro de las
Rickettsiales, las Rickettsiaceae que incluye los géneros Rickettsia, Orientia y
Coxiella. Y las Anaplasmataceae, que incluye los géneros Anaplasma, Aegyptianella,

Haemobartonella y Eperythrozoon. (Carter, 1994).

Los miembros del orden Rickettsiales se reorganizaron en cuatro grupos genéticos:

Grupo 1. Amplia el género Anaplasma, incluyendo en él, ademas de las especies
hasta entonces contenidas, como son A. marginale, A. centrale y A. candatum; a las
especies Ehrlichia phagocytophila (hoy llamada Anaplasma phagocytophilum),
Ehrlichia bovis (actualmente Anaplasma bovis) y Ehrlichia platys (hoy Anaplasma
platys). (Sosa, 2011)

Grupo 2: el género Ehrlichia se amplia con la inclusién de Cowdria ruminantium

(ahora Ehrlichia ruminantium). La especie tipo es Ehrlichia canis; otras especies de

este género son E. chaffensis, E. ewingii y E. muris. (Sosa, 2011)

Grupo 3: el género Neorickettsia, cuya especie tipo es N. helminthoeca, quedaria
ampliado al incluirse en el mismo a las especies Ehrlichia risticii y Ehrlichia sennetsu

(que pasan a denominarse N. risticii y N. sennetsu respectivamente). (Sosa, 2011)

Grupo 4: la especie Wolbachia sera el unico miembro del género Wolbachia.

Actualmente se le han afadido dos géneros a la familia Anaplasmataceae:
Aegyptianella y Candidatus neoehrlichia. Existe una alta reaccion antigénica
cruzada entre las especies del mismo grupo, ya que comparten varios antigenos

superficiales homélogos, en cambio, entre las especies de grupos diferentes, esta




reaccion antigénica cruzada es mucho menor. (Sosa, 2011). La Anaplasmosis

proviene del orden Rickettsiales, Son pequefias bacterias en forma de cocos,

pleomdrficas, Gram negativas intracelulares obligadas que se replican dentro de
vacuolas rodeadas de membrana, vacuolas parasitoforas, dentro del citoplasma de
un tipo especifico de células hospedadoras, granulocitos, mononucleares y/o
plaquetas, formando racimos llamados morulas, con el potencial de causar una

enfermedad en seres humanos y varias especies de mamiferos. (Sosa, 2011)

Anaplasmamarginale

Anaplasmacentrale
Género

Anaplasmacandation
Anaplasma _J

Anaplasma bovis (¥)
Anaplasma phagocytophilum (¥)

Anaplasma platys (%)

Ehrlichia canis
Familia
Anaplasmataceaé™) Género

Ehrlichia

Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia muris

Orden
Rickettsiales

Ehrlichiaewingii

Ehrlichia ruminantium(¥)

Género | o
Wolbachia | Wolbachia pipientis

Neorickettsia helminthoeca
Génera

Neorickettsia | Nearickettsia sennetsu (¥)

Neorickettsia risticii (*)

Género
Rickettsia Rickettsia rickettsii

Familia
Rickettsiaceae Género ‘l

Orientia Orientia tsutsugamushi

Cuadro 1. Reorganizacion taxonomica del orden Rickettiales (Sosa, 2011)(*) = especies incluidas en esta nueva organizacion.




Estos microorganismos Rickettsiales pertenecen al Reino Proteobacteria,
clasificadas como Alfa proteobacterias Gram negativas intracelulares obligadas,
grupo que incluye un gran namero de agentes oligétrofos (capaces de crecer en
niveles bajos de nutrientes). Dentro de este Reino se encuentran también los
géneros Escherichia, Neisseria, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella y Vibrio.
(Sosa, 2011). Se presentan en formas bacilares, cocoides o pleomorficas, presentan
dos paredes tipicas de bacterias Gram negativas con ausencia de flagelos. Las
formas bacilares son cortas, mientras que las cocoides se presentan aisladas, en
pares, cadenas cortas o en filamentos). Estas bacterias tienden a ser muy pequenas,
teniendo un didmetro de 0.3 a 0.5 um. Y una longitud de 0.8 a 2.0 um. Estos agentes
tefidos son faciles de visualizar con el microscopio de luz. Con la tincion de Giemsa
muestran color azul, con la de Macchiavello color rojo en contraste con el citoplasma
tefiido de azul que las rodea. Todos los microorganismos Rickettsiales son parasitos
mutualistas. Las formas parasitas crecen en diversos tipos celulares (eritrocitos de
vertebrados, células reticulo-endoteliales y células del endotelio vascular), habitando
a menudo en artropodos que se alimentan de sangre, como garrapatas que actian
como vectores o como huéspedes primarios. Estos microorganismos carecen de la
ruta glucolitica y no utilizan glucosa como fuente de energia, sino que oxidan
glutamato y productos intermedios del ciclo de los acidos tricarboxilicos como el
succinato. Presentan un sistema de transporte mediado por transportador, de tal
forma que los nutrientes y las coenzimas de la célula huésped se absorben y se

utilizan de forma directa. (Greene, 2008.)

2.2.2. INFECCION POR A. platys

Es un pequeiio parasito Rickettsial plaquetario clasificado originalmente como E.
platys provoca trombocitopenia ciclica infecciosa. La Rickettsia intraplaquetaria A.
platys puede ser observada, mediante microscopia de luz, como pequefias
inclusiones de color azul oscuro a purpura dentro de las plaquetas. La observacion

debe ser realizada en extendidos de sangre periférica o en frotis de capa blanca




(FCB), tefidos con colorantes tipo Romanowsky (Giemsa, Wright, Diff-Quick o
Hemacolor) (Arraga, 2001)

Desde el punto de vista ultraestructural, el diAmetro de los organismos varia entre
350 y 1250 nm. Son de forma ovalada similar a un poroto y los rodea una membrana
doble. Es posible que las plaquetas infectadas contengan 1- 3 vacuolas Unicas
revestidas de membrana con 1 — 15 organismos por vacuolas. (Greene, 2008.)

Parece ser que los organismos
ingresan en las plaquetas mediante
adherencia a la superficie plaquetaria
seguida de endocitosis. Por lo tanto es
probable que la membrana de la
vacuola se derive de la membrana

plaguetaria externa. La repeticion de

fisibn binaria de organismos dentro de

lavacuola da como resultado la Imagen 2. Anaplasma platys; Archivo Personal
formacion de una moérula. (Greene,

2008). Aungue todavia no se ha demostrado definitivamente, se cree que estos
organismos se trasmiten a los perros por R. sanguineus y pueden causar una leve
enfermedad febril caracterizado por trombocitopenia ciclica en algunos perros, que

pueden agravarse si hay coinfecciones. (Bowman, 2011)

Cada organismo anaplasmal se encuentra rodeado de dos membranas, una interna
y otra externa. Se han observado Anaplasma con dos configuraciones diferentes,
una de nudcleo denso y otro reticular. La conformacién de nucleo denso, mas
pequefia, contiene un conglomerado de hebras de cromatina relativamente denso,
pudiendo estar ubicado, tanto central como excéntricamente. La configuracion
reticular, mas grande, contiene una matriz de hebras sueltas de cromatina, entre las




cuales estan esparcidos los ribosomas. Ambas configuraciones sufren fision binaria,
lo que sugiere que sea poco probable que estén asociadas a un ciclo de desarrollo.
Los organismos individuales varian en el tamafo, entre 0,35 a 1,55 um de diametro
y, en la forma, encontrandose formas redondeadas, ovales o arrifionadas (Dumler,
2005).

2. 3.- CICLO BIOLOGICO.

La familia Anaplasmataceae incluye una amplia variedad de patégenos conocidos en
medicina veterinaria. La Anaplasmosis no es contagiosa. La mayoria de la
transmision ocurre por via de numerosas especies de garrapatas vectores, se han
demostrado que al menos 16 especies de garrapatas de 7 géneros la trasmiten
(Boophilus, Dermacentor, Rhipicephalus, Ixodes, Hyalomma, Argas y Ornithodoros).
Cabe mencionar que puede haber coinfecciones con otras especie de agentes como
Babesia canis, Mycoplasma haemocanis (Haemobartonella), Hepatozoon canis asi
como parasitos, hongos o virus oportunistas. (Mujica, 2005) El ciclo de vida de las
garrapatas duras (Ixodidae) debido a su cuticula més quitinizada, tiene un ritmo lento
de alimentacion. Cada estadio, antes de mudar, se alimenta durante dias a

semanas. (Mujica, 2005)

Los estadios evolutivos de las garrapatas son cuatro: Huevo, larvas, ninfas y adultos.
La transicion de larva a ninfa y de ninfa a adulto se lleva a cabo mediante
metamorfosis con pérdida de cuticula (muda). El ciclo tiene fases de vida libre y de
vida parasitaria. Las condiciones ambientales influyen sobre la duraciéon de las

etapas del ciclo en que las garrapatas no se hallan parasitando. (Greene, 2008.)

Todas las especies de garrapatas son parasitos obligados y requieren sangre y
liquidos tisulares para su desarrollo. El efecto perjudicial sobre sus hospedadores es
directo por medio de la succion de sangre y lesiones dérmicas e indirectas cuando

transmiten protozoos, rickettsias, bacterias y virus. (Greene, 2008.)




Las especies rickettsiales incluidas en los géneros Ehrlichia y Anaplasma son
transmitidas por picadura de garrapatas. La garrapata vector para la transmision de
A. platys no ha sido bien caracterizada, sin embargo, la garrapata marrén del perro
(Rhipicephalus sanguineus), Dermacetor auratus y Hyaloma truncatum, han sido
sugeridas como posibles vectores de A. platys, aunque, la transmision experimental
de A. platys con estas garrapatas no ha sido aun demostrada (Haung, y col. 2005).
Todos los miembros de la Familia Anaplasmataceae son bacterias Gram negativas
intracelulares obligadas, se replican dentro de una vacuola intracitoplasmatica
derivada de la membrana externa de la célula eucariética hospedadora (Dumler y
col, 2001).

i .
/ ) \ A.phagocytophilum strains
ninfected eggs

AeCcoE®E®

Infected or
uninfected adult 9,‘ Unllr;frs:ted

Ixodes tick
BOCOOO

Infected or
uninfected nymph

Cuadro 2. Ciclo bioldgico de la garrapata e infeccion de diferentes cepas de A. phagocytophilum en
diferentes organismos.




Los geéneros Anaplasma, Ehrlichia y Neorickettsia se multiplican en células
hematopoyéticas maduras o inmaduras, particularmente células mieloides como
neutrofilos, eritrocitos y plaguetas, en sangre periférica o en tejidos, usualmente
organos fagociticos mononucleares (higado, bazo, médula ésea) de hospedadores
vertebrados (Dumler y col, 2001). Aunque no se conoce el ligando en la célula
hospedadora (plagueta) para A. platys, se sabe que A. Phagocytophilum (agente de
la ehrlichiosis granulocitica humana, EGH), se adhiere a su receptor en el neutrofilo,
el ligando 1 de la glicoproteina P-selectina (PGSL-1), una proteina de superficie que
porta &cido sialico y que comparte muchas caracteristicas quimicas con el ligando
en el eritrocito para A. marginale, tales como la sensibilidad a la neuraminidasa y a
la quimotripsina. El ciclo de vida de A. platys se conoce solo parcialmente, se sabe

gue se divide dentro de la plaqueta por fision binaria (Dumler y col, 2001).

2.4.- EPIDEMIOLOGIA.

La infeccion por A. phagocytophilum se confirmd por primera vez en perros de
Minnesota y Wisconsin en 1996. Y tiene una distribucion geogréafica en todo el
mundo, especialmente en América del Norte y Europa, asi como en Sudafrica,
América del Sur y Asia. La infeccién con A. phagocytophilum ha sido reconocido en
una variedad de huéspedes mamiferos, incluyendo seres humanos, gatos, perros,

caballos, rumiantes, y especies de vida silvestre. (Strik y col, 2007).

La distribucion geogréfica de la enfermedad en humanos y animales domésticos en
todo el mundo sigue la del vector Ixodes spp. que se alimenta de mamiferos grandes.
Como resultado de un vector comun, la distribucion de esta enfermedad sigue la de
la provocada por Borrelia burgdorferi sensu lato. Son comunes las coinfecciones con
estos dos organismos entre garrapatas, y es mas probable que una aparicion de

enfermedad entre los 20 dias de exposicion a estas garrapatas se deba a A.




phagocytophilum que a B. burgdorferi, que presenta un periodo de incubacion mas
largo hasta de 60 — 90 dias. (Greene, 2008.)

En América de Norte se encuentra A. phagocytophilum en las regiones altas del
centro, oeste y noroeste de los Estados Unidos, y en las regiones de la costa
occidental desde California a Columbia Britanica. En América del Sur se ha
encontrado un solo perro positivo a PCR de A. phagocytophilum en Venezuela. En la
region Europea, se han informado en casos de el Reino Unido, Noruega, Suiza,
Alemania, Los Paises Bajos y Eslovenia. En Corea, se ha detectado la A.
phagocytophilum en forma genética en garrapatas Ixodes persulcatus vy
Haemaphisalis longicornis que se recogieron en campo O Se encontraron en

animales domésticos. (Greene, 2008.)

Se desconoce el potencial de la enfermedad de estos organismos. Los rangos y
habitos de alimentacibn de vectores de garrapata particulares determinan la
distribucion geogréfica estacional de la infeccion por A. phagocytophilum varias
garrapatas ixddidas del genero Ixodes son vectores de A. phagocytophilum. I.
scapularis es el vector en regiones altas del centro oeste y norte de los Estados
Unidos; |. pacificus es el vector en California y Columbia Britanica, I. ricinus es el

vector en Europa y Reino Unido. Como A. phagocytophilum se transfiere de forma

transestadial s6lo entre garrapatas, sélo las etapas de ninfa y adulto son portadoras

potenciales de la enfermedad. (Greene, 2008.)

Aunque el medio de infeccién predominante es la transmision por garrapata, se ha
documentado la transmision perinatal en seres humanos y la infeccidon
transplacentaria en vacas. Las infecciones con estos organismos pueden provocar
abortos en vacas y ovejas, y se ha encontrado el organismo en leche de vacas
infectadas; por lo tanto, debe considerarse el riesgo de propagacion de estas

infecciones en forma directa a recién nacidos. (Greene, 2008.). La enfermedad oscila
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desde casos clinicos de leves a mortales, y los hallazgos asociados incluyen fiebre,
anorexia, pérdida de peso, poliartritis, y, posiblemente, la meningitis. (Foley, 2001).
Varios ixddidos pueden servir como vectores para la Anaplasma. En México, Ixodes
scapularis es el vector mas comun. El organismo puede infectar a una amplia gama
de mamiferos, incluyendo perros, gatos, caballos, rumiantes, personas y muchas
especies de vida silvestre. La fauna como ciervos, roedores y otros pequefios
mamiferos mantienen A. phagocytophila y sirven como reservorio de estas bacterias,
transportandose en el interior de los animales y el hombre durante las picaduras de
garrapata. (Preziosi, 2002). La mayoria de los estudios sobre la prevalencia de A.
phagocytophila son llevados a cabo en zonas geogréficas reducidas. Dichos estudios
se efectian en la vegetacion y se utiliza la prueba de PCR como método de
deteccién de bacterias, los paises en donde se realizaron los estudios fueron en
Estados Unidos y Europa ambos con gran incidencia de A. phagocytophilum.
(Fernandez, 2003)

Se conocen varias especies de este género las cuales pueden afectar a diferentes

células y a diferentes animales. (Cuadro 3)

Tipo Ceélula Hospedador Distribucion
Geografica

Europa
Anaplasmaphagocytophilum Granulocitos Humanos Ameéricadel Norte y del
Caninos Sur, Norte de Africa

Europa
Anaplasmaequi Granulocitos Equinos Estados Unidos

Ameéricadel Norte y del
Anaplasmaplatys Plaquetas Caninos Sur

Estados Unidos, Costa
Anaplasma marginale Eritrocitos Bovinos Rica, VVenezuela,
Anaplasma centrale Colombia, Brasil,
Paraguay, Argentina

Anaplasmaovis Eritrocitos Ovinos y caprinos Estados Unidos

Cuadro 3. Tipos de Anaplasmas que afectan a diferentes células y animales (Sosa, 2011)




Se inform0 por primera vez A. platys en los Estados Unidos en 1978 y mas tarde en

Europa Occidental, Asia, América del Sur, el Medio Oriente, Australia y Africa.

(Haung, 2005). Por ultimo, la prueba de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y la confirmaciéon por el andlisis de la secuencia de los productos de PCR
amplificados, se considera la prueba de diagnostico mas fiable para A. platys hasta
la fecha. A pesar de la distribucion mundial de A. platys, la informacién disponible
sobre la diversidad genética de cepas de esta Rickettsia es limitada, siendo
realizados estudios en este campo en: China, EUA, Venezuela, Tailandia, Japon,
Francia, Australia, Italia, Brasil, Chile, Isla de Granada. En Venezuela se han
reportado dos cepas: A. platys Venezuela, y A. platys, aisladas a partir de la sangre

de perros infectados naturalmente con esta Rickettsia. (Greene, 2008.)

No se ha encontrado predisposiciones de sexo para infecciones caninas por A.
phagocytophilum. Aunque podria establecerse una predisposicion de raza en el
futuro, los casos documentados son demasiados pocos en la actualidad como para
sacar conclusiones. Pero de un estudio realizado Minnesota y Wisconsin se observo
gue los porcentajes mas altos eran para las razas labrador y Golden retrievers con el
28% y 18% respectivamente. Y otro estudio realizado en 14 perros suecos infectados
con A. phagocytophilum 6 eran Golden retrievers 2 samoyedos y 6 de distintas razas.
Los Golden y labradores retrievers son razas muy populares y es posible que el alto
namero de casos de infecciones en ellas solo representan los populares que son.
(Greene, 2008.)

3. PATOGENESIS

Se requiere un tiempo minimo de alimentacion de 24 horas e inclusion de 48 horas o
mas para que las garrapatas Ixodes spp transmitan A. phagocytophilum a huésped
mamifero susceptible. El periodo de incubacion de la enfermedad después de una
mordedura de garrapata es de 1 a 2 semanas. (Greene, 2008.)
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Se sabe que la P — selectina ligando 1 es un receptor de neutréfilos de superficie de
A. phagocytophilum; esta glucoproteina de superficie celular es rica en la superficie
de neutroéfilos. Después de unirse al receptor de superficie celular, la bacterias de A.
phagocytophilum ingresan a los neutrofilos via endocitosis y se incorporan a los
fagosomas. Los organismos provienen de la fusion fagolisosoma. Obstruyen la
actividad - oxidativa celular estallido respiratorio del complejo enzimatico oxidasa del
fosfato dinucledtido de nicotinamida adenina (NADPH) e inhiben la apoptosis celular.
(Greene, 2008.)

Mediante estos mecanismos, las bacterias de A. phagocytophilum evitan la
destruccion por células designadas para asesinar microbios. Dentro del fagosoma,
las bacterias comienzan a multiplicarse por fision binaria. La replicacion produce
veinte o0 mas organismos, y forman la clasica “mérula” (mora) que se observa con el
microscopio de luz, una caracteristica distintiva de enfermedades por Ehrlichia. El
fagosoma cargado de bacterias y la membrana plasmatica celular de huésped se

rompen eventualmente y liberan organismos para infectar células nuevas. Se

encuentra células infectadas con A. phagocytophilum en neutréfilos en sangre

periférica y en tejidos del sistema fagocitico mononuclear (bazo, higado y medula
Osea). (Greene, 2008.)

Se desconoce el modo exacto que A. phagocytophilum provoca la enfermedad, las
alteraciones en el huésped nos son tipicas porque el organismo no posee
endotoxinas y las células infectadas no liberan citocinas proinflamatorias clasicas,
interleucina (IL), IL — 6 o factores de necrosis tumoral alfa. Se ha encontrado que
otros mecanismos provocan trombocitopenia, leucopenia y anemia en huéspedes
infectados. Después de las 8 a 10 dias iniciales de infeccién, se cree que la

inmunidad humoral es responsable del control de la infeccién. (Greene, 2008.)




En A. platys el periodo de incubacion después de la infeccion intravenosa

experimental en perros es de 8 a 15 dias. El mayor porcentaje de plaquetas

parasitadas ocurre durante el episodio parasitémico inicial. Dentro de los pocos dias
de aparicion de plaquetas parasitarias, el recuento de plaquetas disminuye en forma
precipitada y, en general no vuelven a observarse organismos. Por lo comun, los
recuentos de plaquetas disminuyen a un nivel inferior a 20.000/ul. Con relacion a los
episodios parasitémicos, después de la desaparicion de los microorganismos, los
recuentos aumentan rapidamente, y alcanzan los valores normales dentro de los 3 a
4 dias. (Greene, 2008.)

Ocurren parasitemias y episodios posteriores de trombocitopenia en intervalos de 1 a
2 semanas. A pesar de que el porcentaje de plaquetas infectadas disminuye hasta un
nivel del 1% inferior con parasitemias posteriores, los episodios de trombocitopenia
son tan graves como los que se presentan después de la parasitemia inicial. Mientras
que es posible que la trombocitopenia inicial se desarrolla sobre todo como
consecuencia de una lesién directa a plaquetas mediante organismos que se
replican, puede que los mecanismos mediados por respuesta inmune de remocion
plaguetaria sean mas importantes durante episodios posteriores de trombocitopenia.
La naturaleza ciclica de las parasitemias y los episodios de trombocitopenia
disminuyen con el tiempo y dan como resultado trombocitopenia leve que se resuelve
lentamente junto con organismos que aparecen de forma espontanea en plaguetas

sanguineas. (Greene, 2008.)

En algunos casos ha habido disminuciones transitorias de recuentos totales de
leucocitos en forma concomitante con parasitemias pero, en general, los valores no
disminuyen a niveles inferiores a los intervalos de referencia en perros. Es posible
gue ocurran anemias normocrémicas normociticas leves durante el primer mes de
infeccion. Sobre la base de estudios de médula 6sea y hierro sérico, es posible que
las disminuciones de hematdcrito se atribuyan a la anemia de sindrome inflamatorio.

Pueden presentarse aumentos leves a moderados en inmunoglobulinas y proteinas
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de fase aguda y una disminucién leve de albumina en muestras séricas. (Greene,
2008.)

Se sospecha que la transmision a huéspedes susceptibles requiere la fijacion de la
garrapata por un periodo prolongado y de alimentacion de por lo menos 24 horas o
mas. El periodo de incubacién es de 7 a 21 dias posterior a la picadura de una
garrapata, en su fase aguda presenta sindrome febril. La Anaplasmosis empieza por
replicarse en células fagociticas mononucleares en bazo, higado, nodulos linfaticos

para después diseminarse, afectando el endotelio vascular. (Comité Editorial. 2000)

4. - HALLAZGOS CLINICOS

Se identificaron todos los casos naturales informados de infecciébn canina por A.
phagocytophilum por hallazgos de morulas en neutrofilos circulantes. En cada
estudio publicado de casos naturales, se confirmé infeccion por A. phagocytophilum
por la secuencia del gen microbiano 16S de ARNr de solo una parte de los perros,
los otros casos caninos no confirmados desde el punto de vista genéticos eran de
regiones endémicas de A. phagocytophilum que se encontraban fuera de rango de E.
ewingii o el vector garrapata, A americanum, y se presumio infeccion por A.

phagocytophilum. (Greene, 2008.)

La mayoria de los perros con A. phagocytophilum no presentan signos especificos de
la enfermedad. Los hallazgos mas consistentes son fiebre (39,2 °C [102,6 °F] o
superior) letargia o depresién y anorexia, que ocurre en el 75% de los perros. En
mas de la mitad de los perros, es evidente el dolor musculoesquelético o malestar,
caracterizado por una renuencia a moverse, rigidez, debilitamiento, Ulceras y cojera.

Menos del 10% de los perros muestran dolor de articulaciones. (Greene, 2008.)

Parece que los perros son susceptibles a reinfeccion por A. phagocytophilum. Se
han identificado casos individuales de infecciones por A. phagocytophilum en perros
2 veces, como 5 meses o mas de intervalo sin enfermedad entre infecciones
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documentales. Los titulos de anticuerpos séricos en perros tratados se revierten a
niveles bajos o negativo, lo cual probablemente los haria susceptibles a una

reinfeccion. (Greene, 2008.)

En la fase aguda se presenta fiebre, depresion, anorexia, linfadenomegalia,
secrecion ocular o nasal, pérdida de peso leve, tiempos de coagulacion aumentados,
vasculitis, anemia no regenerativa de leve a moderada, leucopenia, neutropenia,

trombocitopenia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia. (Quinn, 2002).

La fase subclinica puede tardar meses o afios. La fase crbénica presenta
trombocitopenia y leucopenia severa, hipoplasia o aplasia medular, hemorragias,
signos neuroldgicos, signos oculares, sindrome de inmunodeficiencia, infecciones

secundarias, muerte por complicaciones. (Quinn, 2002).

En la A. platys se ha reconocidos signos clinicos minimos en perros infectados en
forma experimental en los Estados Unidos. En ocasiones, se ha observado aumento
leve de temperatura rectal durante parasitemias iniciales y se ha reconocido
hematoquecia en algunos perros trombocitopénicos. La esplenectomia antes de la
infeccion experimental da como resultado recuentos plaquetarios preinoculacién mas
alto, pero no altera la periodicidad de las parasitemias o la gravedad de la
enfermedad. (Greene, 2008.)

No parece que la edad del animal provoque un efecto significativo en el curso de la
infeccion; los hallazgos clinicos y hematologicos en un grupo de 3 cachorros
destetados fueron similares a los de los perros maduros. En la mayoria de los perros
infectados en forma natural, también aparecen signos leves, pero se han informado

signos clinico graves, incluso fiebre y uveitis, en un perro, y hemorragias equimaoticas

y petequias y epistaxis en otro perro, en casos naturales en los Estados Unidos.
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(Greene, 2008.) Se han informado signos clinicos, incluso fiebre, letargia, mucosas
palidas, hemorragias petequiales de la piel y mucosas orales, disminucién del
apetito, pérdida de peso, descargas nasales purulentas y linfadenomegalia. Es
posible que la aparicién de A. platys con otros agentes infecciosos (por ej. E. canis,
Babesia canis) potencie esta enfermedad clinica provocada por estos agente solos.
Finalmente, incluso si la infeccion por A. platys provoca enfermedad clinica en pocas
ocasiones como agente Unico debe considerarla en la lista de diagndstico diferencial

de trombocitopenia en perros. (Greene, 2008.)

5. - DIAGNOSTICO

En ejemplares con signos clinicos de la enfermedad y contacto con garrapatas, de 7
a 21 dias, se puede observar una combinacion de signos clinicos, anormalidades
hematoldgicas y hallazgos de laboratorio. Las anormalidades hematoldgicas més
comunes son: anemia no regenerativa, trombocitopenia, leucopenia y pancitopenia
esta producida por hipoplasia de células precursoras en la medula ésea, ocurre en
fase crénica grave y con mayor frecuencia en perros de la raza Pastor Aleman.
(Heikkila y col. 2010.)

El clima influye en la actividad de la garrapatas (es decir, principios de primavera u
otoflo e invierno calidos pueden dar como resultado casos en momento no
esperados). Los datos de estacidn, historia, signos clinicos, hematologicos (en
particular, la observacion de mérulas en neutréfilos) y de quimica clinica y serologico
pueden ayudar a realizar un claro diagnostico presuntivo de infeccion por A.
phagocytophilum, pero el diagndéstico definitivo depende del anadlisis de ADN

microbiano por medio de PCR. (Greene, 2008.)

Puede diagnosticarse infeccion por A. platys mediante el hallazgo de organismos
dentro de plaguetas en peliculas sanguineas coloreadas. Se ha descrito un
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procedimiento de coloracién inmunocitoquimicas de avidina — biotina que pueda
identificar morulas especificamente en plaquetas, y puedan ayudar a diferenciar
organismos de granulos plaquetarios grandes o remanentes de nucleos de
megacariocitos. Ademas, las inclusiones de plaquetas se colorearon en forma
positiva en una prueba indirecta de AF con suero anti- A. phagocytophilum de raton.
(Greene, 2008.)

Los sueros de perros infectados en forma experimental con A. platys cambian de
negativo a positivo en coincidencia con el punto maximo de la primera parasitemia o
poco tiempo después. Sobre la base de estudios serologicos, parece que la
infeccion por A. platys estd ampliamente distribuida en los Estados Unidos. Hasta un
tercio de los perros trombocitopénicos de Florida y Louisiana presentan titulos
positivos, y mas del 50% de los perros seropositivos a E. canis presentan también
titulos positivos a A. platys. Es probable que la evidencia de reacciones serologicas
positivas a ambos organismos en muestras séricas de algunos perros represente
infecciones combinadas, dado que otros perros muestran titulos positivos a uno solo

de los agentes. (Greene, 2008.)

Pruebas serolégicas: deteccion de  anticuerpos  séricos  especificos,
Inmunofluorescencia indirecta IFI, ELISA: Snap 4x. Técnicas de biologia molecular:
reaccion en cadena de la polimerasa PCR, secuenciacion del ADN obtenido por
PCR y PCR en tiempo real. (Heikkila, 2010.)

5.1. - HALLAZGOS DE LABORATORIO CLINICO

5.1.1. - INFECCION NATURAL

Se identificaron todos los casos naturales informados de infeccion canina por A.

phagocytophilum mediante el hallazgo de moérulas en neutréfilos circulantes con
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microscopio de luz con coloracion hematolédgicas de rutina. Casi todos los hallazgos
de laboratorio clinico informados pertenecian a muestras recogidas durante la fase
bacteriémica, que puede durar poco tiempo, de 1 a 9 dias en infecciones
experimentales. Salvo por la presencia de moérulas, el hallazgo de laboratorio mas
atil desde el punto de vista diagndstico es la trombocitopenia leve a grave, que
presenta mas del 80% de los casos. Ademas mas del 90% de los perros infectados
de Minnesota y Wisconsin estan linfopénicos, y muchos en formas graves. Menos
del 50% de los perros muestran anemia normocitica normocrémica no regenerativa
leve a moderada. Se ha registrado proteinuria significativa, el 50% de los perros
presentan hipoalbuminemia leve a moderada. La actividad de la fosfatasa alcalina
sérica se ve aumentada en un 65% o0 mas, también se ha documenta la proteinuria.
(Greene, 2008.)

5.1.2.- INFECCION EXPERIMENTAL

Los perros infectados en forma experimental con la cepa sueca de A.
phagocytophilum desarrollan trombocitopenia con aumento del volumen de
plaguetas promedio, una linfopenia con una duracion de 1 a 3 dias seguida de
linfocitosis con la presencia de eritrocitos blastoestimulados, una anemia normocitica
normocrémica no regenerativa leve y mérulas en el 3 al 34 % de los neutrofilos
circulantes. Se observan morulas en neutréfilos durante 4 a 9 dias. Se producia
eosinopenia mientras los perros estaban bacteriémicos. Durante la bacteriemia, se
desarroll6 una disminucion de hierro, pero los niveles normales regresaron 1
semana después de la desaparicion de las morulas, ocurrid hipoalbuminemia e
hiperfibrinogenemia cuando los perros presentaban un estado febril, y los valores
regresaron a los niveles de rango de referencia 1 semana después de que

disminuyera la fiebre. (Greene, 2008.)




5.1.3. - DETECCION DE ACIDO NUCLEICO

La PCR es una herramienta de diagndstico mas sensible que el hallazgo de moérulas
circulantes y proporciona un diagnostico confiable especifico de especie. Se
desarrolld PCR especifica de A. phagocytophilum. La PCR permite un diagnostico
especifico mientras que puede resultar dificil realizar pruebas serolégicas mediante
la actividad cruzada a bacterias Rickettsiales estrechamente relacionadas. Los perro
infectados en forma experimental son positivos a PCR de A. phagocytophilum 6 a 8
dias antes de la primera aparicion de morulas en sangre periférica. Se dispone de
pruebas de PCR para el gen 16S de ARNr de A. phagocytophilum en una pequefia
cantidad de laboratorios veterinarios de diagnostico privados o estatales. Resulta
Optimo entregar sangre periférica anticoagulada de EDTA para pruebas de PCR.
Deben tomarse muestras antes de administrar antibioticos. (Greene, 2008.)

5.1.4.- PRUEBAS SEROLOGICAS

Los titulos de anticuerpos A. phagocytophilum pueden revertirse a niveles no
detectables (negativos) para el séptimo u octavo mes posterior a infeccion canina
experimental aguda o pueden permanecer detectable a niveles bajos durante 7 u 8
meses por lo menos. El diagndstico de infeccion por A. phagocytophilum pueden
requerir pruebas serologicas si no encuentran moérulas en neutréfilos de sangre

periférica y si no se dispone de un ensayo de PCR. (Greene, 2008.)

Otro método de prueba de anaplasmosis es la prueba indirecta de IFA, que detecta
anticuerpos seéricos incluso 7 dias después de la infeccidn inicial, a pesar de que es
posible que algunos perros se tornen seropositivos hasta 28 dias después de que
comienza la infeccién. Por lo tanto, es posible que un perro éste infectado y no
presente titulos de anticuerpos a Anaplasma spp. 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 perros no tratados llegan a su punto
méaximo a los 90 dias posteriores a la infeccion. (Greene, 2008.)

Las proteinas de superficie inmunodominantes de similar tamafio molecular
provocan reactividad cruzada serolégica, en particular las de la familia de las
proteinas inmunodominantes de membrana exterior presentes a Ehrlichia spp. y A.
phagocytophilum. Se ha evaluado la reactividad cruzada serologicas entre A.
phagocytophilum y otros microbios, en especial otros agentes trasmitidos por
garrapatas. La reactividad serolégica cruzada es fuerte entre cepas de A.
phagocytophilum y agentes de Ehrlichia. Y no existe entre A. phagocytophilum y B.
burgdorferi, Bartonella sp. o R. rickettsii. (Greene, 2008.)

En ocasiones, se ha observado un aumento leve de temperatura rectal durante
parasitemias iniciales y se ha reconocido hematoquecia en algunos perros
trombocitopénicos. La esplenectomia antes de la infeccibn experimental da como
resultado recuentos plaquetarios preinoculacion mas altos, pero no altera la
periodicidad de las parasitemias o la gravedad de la enfermedad. No parece que la

edad del animal provoque un efecto significativo. (Greene, 2008.)

En el curso de la infeccion. En la mayoria de los perros infectados en forma natural,

también aparecen signos clinicos leves, pero se han informado signos clinicos mas

graves, incluso fiebre, uveitis, epistaxis, hemorragias equimoéticas y petequias.
(Greene, 2008.)

Se han encontrado signos clinicos como fiebre, letargia, mucosas palidas,
hemorragias petequiales de la piel y mucosas orales, disminucion del apetito, pérdida

de peso, descargas nasales purulentas y linfadenomegalia. (Greene, 2008.)




5.1.6.- HALLAZGOS PATOLOGICOS EN A. platys

El Unico hallazgo macroscopico en la necropsia fue el agrandamiento generalizado
de ganglios linfaticos durante la primera semana de infeccion. Las lesiones
histologicas eran, en general, leves e incluian hiperplasia linfoide y plasmocitosis en
los ganglios linfaticos y el bazo, hemorragias perifoliculares con forma de media luna
en el bazo e hiperplasia multifocal de células de Kupffer en el higado. Las
cantidades de megacariocitos en la medula ésea son normales o se observaba un

aumento. (Greene, 2008.)

6.- TRATAMIENTO

Las pruebas de susceptibilidad de A. phagocytophilum muestran que la doxiciclina,
rifampicina, y la levofloxacina son mas eficaces. Se recomienda en forma casi
exclusiva utilizar tetraciclinas para el tratamiento de infecciones por A.
phagocytophilum. Para cachorros menores de 1 afio, puede utilizarse cloranfenicol
para evitar los dientes amarillentos. El protocolo de tratamiento recomendado es
doxiciclina (5 a 10mg/kg, oral, cada 12 a 24 horas durante 10 dias) o tetraciclinas (22
mg/kg, cada 8 horas durante 14 a 21 dias). No se ha comprobado que el tratamiento
a largo plazo después del intervalo recomendado sea beneficioso porque no existe
evidencia de enfermedad cronica. A pesar de que existe evidencia de infecciones
subclinicas cronicas en estudios suecos, no se observaron signos clinicos y se
desconoce la posibilidad de que los antibiéticos eliminen el estado del portador. La
mayoria de los perros responden rapidamente al tratamiento y, con frecuencia, son
normales desde el punto de vista clinico 24 a 48 horas después del inicio de aquél,
pero los duefios informan, que en ocasiones, se necesitan semanas o afos para que
los animales se recuperen por completo. Deben tratarse de manera apropiada las
enfermedades concurrentes. Si la respuesta a antibidticos como tetraciclinas es
debil, la probabilidad de que el perro tenga una enfermedad concurrente es alta.
(Greene, 2008.)




Actualmente se usan las tetraciclinas e imidocarbamol para el tratamiento. El
tratamiento con estos farmacos puede dar resultados de inmunidad hasta ocho

meses en casos de anaplasmosis severa. (Davousta y col. 2005).

7.- PREVENCION Y CONTROL

No se dispone de ninguna vacuna para prevenir la infeccion por A. phagocytophilum.
La prevencion depende de: 1) evitar la exposicion a los vectores garrapatas. (l.
scapularis, |. pacificus, I. ricinus). Desde la primavera hasta el otofio, 2) el uso
profilactico de acaricidas, y 3) el uso profilactico de doxiciclina o tetraciclina cuando

se visitan regiones endémicas de garrapatas (Greene, 2008.)

Los vectores deberan reducirse. La erradicacion puede lograrse el separar los
animales infectados, aunque por lo comun no es factible. Para que esta enfermedad
no sea de riesgo para el hombre es necesario controlar al vector en este caso hacer
programas garrapaticidas que pueden ayudar a disminuir el riesgo de infecciones en

los caninos. (Comité Editorial, 2000)

8.- CONSIDERACIONES A LA SALUD PUBLICA

Se informé por primera vez infeccion humana por A. phagocytophilum en 1994 en
habitantes de Minnesota y Wisconsin. Desde entonces, se diagnosticaron infecciones
humanas en Massachusetts, California, Rhode Island, Connecticut, Nueva York, y
Eslovenia. No se distingue enfermedad clinica de la observada con infecciones por
E. chaffensis y E. ewingii, y muchas otras enfermedades infecciosas sistémicas. Los
signos clinicos mas frecuentes son fiebre, malestar, cefalea y mialgia. Los signos que
se presentan con menos frecuencia pero siguen siendo comunes son artralgia,
vomitos, diarreas, tos, cuello rigido y confusion. Con poca frecuencia se presenta
exantema. Los hallazgos de laboratorio mas consistentes son trombocitopenia,
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leucopenia y aumento leves en actividades séricas de ALT y aspartato
aminotranferasa. (Greene, 2008.)

Se presentan neutréfilos de sangre periférica que contienen mérulas sélo en 80% de
los casos y pueden infectarse sélo una pequefia cantidad de neutrofilos, incluso
cuando se presentan moérulas. Han muerto pacientes por infeccion de A.
phagocytophilum, pero todos a causas de complicaciones relacionadas con
infecciones oportunistas. Una pequefia cantidad de los pacientes recuperados se
guejan de sintomas persistentes de enfermedad durante 1 a 3 afios después del
tratamiento. Se desconoce el potencial de riesgo zoondético de infeccion humana por
A. phagocytophilum que pueden presentar los perros, los caballos, las ovejas, y otros
animales domeésticos. Es probable que los huéspedes de vida salvaje, como los
roedores, sean reservorios de mantenimiento, con etapas inmaduras de garrapatas
como vectores, es posible que se infecten ciervos o que estén involucrados en el

mantenimiento de vectores. (Greene, 2008.)

Los vectores son garrapatas Ixodes spp, que también transmiten la Borrelia spp, lo
gue explica la distribucién geografica mundial superpuesta de estas enfermedades.

Es posible que las coinfecciones con Borrelia spp. y Ehrlichia spp. den como

resultado enfermedad mas grave en huéspedes infectados. Se sospecha que las

personas pueden infectarse cuando manejan sangre o carcasas de ciervos o
garrapatas infectados ingurgitadas. Los individuos afectados habian cortado una
gran cantidad de carcasas de ciervos y habian sufrido numerosos cortes durante el
proceso. También se utilizé un serrucho eléctrico, que produce particulas de sangre
en aerosol. Deben tomarse precauciones cuando se realizan necropsias en animales

sospechosos de alojar esta infeccion. (Greene, 2008.)

Las diversas especies de mamiferos pueden ser atacadas por varias especies de la
filia. Ya sea el Anaplasmataceae individualmente o en forma conjunta, los

veterinarios estan aportando informacién médica comparativa sobre la Ehrlichiosis y
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Anaplasmosis discutiendo sus riesgos zoonéticos. Esto hace que las farmacéuticas
hagan un doble esfuerzo para desarrollar nuevos garrapaticidas para el control del
vector, tanto de Anaplasmosis como con el desarrollo de nuevas técnicas
diagnésticas de Bartonelosis canina y humana, enfermedades infecciosas
emergentes. En cuanto a la prueba de ELISA tiene como desventaja que se pueden
encontrar titulos por debajo del umbral de positividad dando como resultados falsos
negativos, esto es debido al periodo que tardan en aparecer los anticuerpos luego de

la infeccion (varia de 15 a 28 dias). (Fernandez, 2003)

La Anaplasmosis es la segunda enfermedad mas transmitida por garrapatas
comunes en U.S.A. y una zoonosis emergente en Asia y Europa. Aunque A.
phagocytophilum se extiende en muchas especies de animales salvajes o
domesticados mamiferos, incluyendo roedores, carnivoros, équidos y rumiantes, el
depdsito principal en Europa es desconocido. El vector principal es la garrapata de

ovejas Europea, Ixodes ricinus. (Parola, 2001).

Los seres humanos desarrollan una enfermedad aguda, no especifica, caracterizada
por fiebre de alto grado (> 39°C), escalofrios, mialgias generalizadas, fuerte dolor de
cabeza y malestar general, a partir de 5-10 dias después de la picadura de la
garrapata. Muchos de los pacientes también se gquejan de artralgias, anorexia,

nauseas y tos no productiva. La letalidad es <1%. Anaplasma phagocytophila es

también responsable para la ehrlichiosis granulocitica (o, mas correctamente,

Anaplasmosis granulocitica) en los gatos inmunodeprimidos por la infeccion
concurrente con el virus de la inmunodeficiencia felina, y en caballos, ovejas, vacas y
perros. El patdgeno se ha informado, si bien en zonas pequefias, en algunos paises

del Este y Central de Europa. (Thompson y col. 2001)




9. - OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la seroprevalencia de Anaplasma
spp. en perros domésticos del municipio de Tacambaro Michoacan infestados con

garrapatas.

9.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la presencia de anticuerpos contra Anaplasma spp. en perros domésticos
del municipio de Tacambaro, Michoacan.

Determinar la presencia de mérulas de Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma
platys en células de capa leucoplaquetaria en perros domésticos del municipio de
Tacambaro, Michoacan.

Clasificar a los pacientes positivos por raza y edad.

Determinar los valores de hemograma y quimica sanguinea en los pacientes

positivos a Anaplasmosis canina.

10.- HIPOTESIS.

La seroprevalencia de Anaplasmosis canina en el municipio de Tacambaro,

Michoacan es alta.

La deteccion serolégica de la Anaplasmosis es mas especifica que el hallazgo de

morulas en la capa leucoplaquetaria.




11.- MATERIAL Y METODOS.

Este estudio se realizd6 por medio del conjunto de la investigacion descriptiva y
explicativa que tiene la finalidad de clasificar, catalogar o categorizar el objeto y tratar
de buscar una explicacion del comportamiento de las variables. Se llevo a cabo en el
periodo comprendido entre los meses de octubre de 2013 a mayo de 2014, en la
ciudad de Tacambaro, Michoacan, México siendo uno de los 113 municipios que
conforman el estado de Michoacan de Ocampo, se localiza al centro del Estado, en
las coordenadas 19°14’ de latitud norte y 101°28’ de longitud oeste, a una altura de
1,640 metros sobre el nivel del mar. Colinda al norte con los municipios de Salvador
Escalante, Patzcuaro, Acuitzio y Madero; al este con los municipios de Madero y
Nocupétaro; al sur con los municipios de Nocupétaro y Turicato; al oeste con los
municipios de Turicato, Ario y Salvador Escalante. Cuenta con una poblacion al 2010
de 69,955 habitantes. (SEDESOL, 2013). Su hidrografia esta constituida por los rios
Tacambaro, pedernales y frio. El arroyo de apoyo y la laguna de la Magdalena. El
clima es tropical y templado con lluvias en verano. Tiene una precipitacion pluvial
anual de 1, 451.6 milimetros y temperaturas que oscilan entre 8 a 26.9° centigrados.
En el municipio domina el bosque mixto con pino, encino y cedro, el bosque tropical
deciduo, con parota, cuéramo, ceiba y huisache y el bosque de coniferas, con pino y
oyamel. Su fauna se conforma principalmente de mapaches, tlacuaches, conejos,
zorros, gato montés, comadrejas, ardillas, cacomiztle, torcaz, chachalaca, faisan y

gallina de monte. (Guijosa, 2006.)

La mayoria de los habitantes del municipio de Tacambaro, originalmente se dedican
a la fabricacion de productos de madera, al cultivo de cafia de azlcar, aguacate y
chile asi como a las actividades agropecuarias. (Guijosa, 2006.)

El estudio se llevd a cabo en las calles cercanas al centro de Tacambaro, Michoacan,

donde se les pedia permiso a los propietarios de los perros y se les informaba sobre




el trabajo que se estaba realizando, se muestrearon 30 perros en total, tomados al
azar pero respetando los siguientes criterios.

Perros clinicamente sanos
Perros mayores a afio de edad.

Perros con antecedentes de estar o haber estado infestados con garrapatas

duras (Ixodidae) en los ultimos seis meses.

Perros que no hayan recibido en los ultimos seis meses algun tratamiento

especifico contra Anaplasmosis canina y/o contra garrapatas duras (Ixodidae).

Las muestras sanguineas se tomaron de sangre periférica por el método de
venopuncion de la vena cefélica o yugular con previa antisepsia del area y de
acuerdo a la norma NOM-062-Z00-1999. De cada ejemplar se colecto 3 mL de
sangre, con una jeringa de 3 mL y aguja hipodérmica azul g23-azul-06x25-mm.
Posteriormente se vertid (previamente retirando la aguja para evitar la hemodlisis)
1mL a un tubo con acido etil-diamino -tetracético (EDTA) y se mezclé suavemente
para impedir la coagulacion de la sangre, muestra que nos ayud6 a realizar el
hemograma, la capa leucoplaquetaria y la prueba de ELISA Canine Snap 4Dx, a

continuacion los 2 mL restantes se vaciaron en un tubo seco sin anticoagulante (tapa

color roja), para el estudio de la quimica sanguinea; ambos tubos después de 30

minutos se colocaron en una hielera con refrigerante a una temperatura de 2 a 4 °C
donde permanecieron ahi, hasta llegar al Laboratorio de Patologia Clinica de la
Clinica Veterinaria para Perros y Gatos de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UMSNH en la ciudad de Morelia Michoacan.

Una vez llegada las muestras de los ejemplares seleccionados al laboratorio de
Patologia Clinica se realizaron 4 procesos para la obtencion de resultados que

puedan servir como referencia para el interés de este trabajo de la siguiente manera.




En primer lugar se dispuso a preparar los reactivos para las pruebas de ELISA para

la busqueda de la Anaplasma canina con un kit especial de diagndstico llamado

“Canine Snap 4Dx” (Laboratorio IDEXX)”, el cual detecta anticuerpos frente a
Anaplasma spp. y en donde se utiliz6 parte de la muestra de sangre con

anticoagulante (tubo EDTA). Los componentes de la prueba de ELISA son:

1. 1 frasco DE 70 mL de conjugado anti — D immitis / Anaplasma spp. / B.
burgdorferi / E. Canis / E. ewingiii HRPO (conservado con gentamicina y

kathon).
. 2 dispositivos SNAP.
Reactivos contenidos en cada dispositivo.
4. .4 mL de Solucion de lavado (conservado con kathon)
5. .6 mL de solucion de substrato
Otros componentes:
1. Pipetas de transferencia, tubos de muestra y rejilla de reactivos.

Se realiz6 la prueba de la siguiente manera:

Imagen 3. Realizacion de las pruebas de ELISA “Canine Snap 4Dx” (Laboratorio IDEXX)” para la deteccion
de anticuerpos contra Anaplasma canis en perros muestreados en la ciudad de Tacambaro Michoacan
(n=30)
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. Con la pipeta del kit se tom6 3 gotas de muestra y se vertié en el tubo muestra
(incluida en el kit).

. Se le agrego 4 gotas de conjugado sosteniéndolo en posicion vertical, luego

se tapo el tubo muestra y se mezcl6 invirtiéndolo entre 3y 5 veces.

. Se agreg6 todo el contenido del tubo muestra, en el pocillo de muestra,
teniendo cuidado de no verter el contenido fuera de este.

. La muestra fluyé por la ventana de resultados, alcanzando el circulo de

activacion en aproximadamente 30 — 60 segundos.

. Una vez que aparecia color en el circulo de activacién, se presiono el

activador con firmeza hasta que quedo al ras con el cuerpo del dispositivo.

. Los resultados aparecieron en los 8 a 10 minutos correspondientes.

En este proceso, si la prueba se tornaba positiva, se le realizaba un estudio de
quimica sanguinea y hemograma, con su respectiva capa leucoplaguetaria a la
muestra correspondiente. Se utilizé una bithcora donde se recopilaron los resultados,
se pasaban en computadora, (Excel de hoja de célculo) para su procesamiento y
andlisis. A las muestras que eran negativas, solo se les realizo capa

leucoplaquetaria.

A. phagocytophilum,
A. platys

Positive
control
Heartworm
E. canis, IR (D. immitis)

E. ewingii Lyme disease

(B. burgdorferi)

Imagen 4. Muestra de posibles positivos en el test de ELISA Canine Snap 4Dx.
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Para la realizacion de la quimica sanguinea se utilizé el suero obtenido de la sangre

anticoagulada y se determinaron los valores de los analitos en un espectrofotometro

automatizado para quimica sanguinea, modelo ES-218 Kontrolab, DESEGO).

La realizacion de las capas leucoplaquetarias se llevé a cabo en las 30 muestras. Y

bajo el siguiente procedimiento:
1. La capa leucoplaquetaria se encuentra en el tubo capilar al centrifugarse.

2. Una vez tomada el resultado del hematocrito, se rompio el capilar a modo que
guedara la capa leucoplaquetaria expuesta y se realizaba un frotis por barrido

en el portaobjetos.
Se dejaba secar unos minutos.
Se tifi6 con tincion de Diff-Quik (hemocolorante rapido).

Una vez tefiidas las capas leucoplaquetarias se les aplico balsamo de Canada

para montarlas con cubreobjetos.

Una vez secas se observaron en el microscopio compuesto y se observo para
investigar la presencia de las morulas intracelulares caracteristicas de la

enfermedad.

Imagen 5. Capas leucoplaquetarias de los 30 perros muestreados en el municipio de Tacambaro
Michoacéan con el fin de observar morulas de Anaplasma canina




12.- RESULTADOS Y DISCUSION

En la prueba de ELISA “Canine Snap 4Dx” (Laboratorio IDEXX)”, que actua para la
deteccion cualitativa de anticuerpos contra Anaplasma spp, se utilizd6 suero

sanguineo, obteniendo una seroprevalencia del 23% (7 animales positivos).

Muestras positivas a Anaplasma spp al Kit
Canine Snap 4Dx

Positivas 23%

Megativas 77%

Gréfical. Prevalencia de anticuerpos contra Anaplasma spp. En perros muestreados en la ciudad de
Tacambaro Michoacéan (n=30)

La prueba de Elisa (Kit 4 DX), detecta la presencia de anticuerpos contra antigenos

de Anaplasma spp. por lo cual es de utilidad en todas las fases de la enfermedad.

Se requiere un tiempo minimo de alimentacion de 24 horas e inclusion de 48 horas o
mMAas para que las garrapatas Ixodes spp transmitan A. phagocytophilum al huésped
mamifero susceptible. El periodo de incubacién de la enfermedad después de una
mordedura de garrapata es de 1 a 2 semanas. (Greene, 2008.). Sin embargo, la
prueba de ELISA tiene como desventaja que se pueden encontrar titulos por debajo
del umbral de positividad dando como resultados falsos negativos, esto es debido al
periodo que tardan en aparecer los anticuerpos luego de la infeccién (varia de 15 a
28 dias). (Fernandez, 2003)




Después de haber obtenido estos resultados; a los 7 animales positivos al kit Canine
Snap 4Dx se les realizo hemograma y quimica sanguinea para encontrar algunas
alteraciones hematoldgicas que puedan ser referencia para la Anaplasmosis canina,
ya gque en estudios realizados en otros paises nos sugieren que las anormalidades
hematologicas mas comunes son: tiempos de coagulacion incrementados,

neutropenia. (Quinn, 2002), anemia no regenerativa, trombocitopenia y leucopenia.

En este estudio, se encontr6 en el hemograma que el 100% de los animales
presentaron hiperproteinemia y eosinofilia, el 29% tuvieron anemia no regenerativa,

el 29% trombocitopenia y el 14% linfopenia como se muestra en la gréfica siguiente.

Alteraciones en el Hemograma

29.00% 29.00%

14.00%

= Hiperproteinemia o Eosinofilia = Anemia no regenerativa

Tromocitopenia m Linfopenia

Grafica 2. Alteraciones hematoldgicas mas frecuentes en perros con titulos de anticuerpos contra a
Anaplasma spp. muestreados en el municipio de Tacambaro Michoacan (n=7)

La hiperproteinemia se presenta comiunmente en estos pacientes debido al proceso
inflamatorio crénico que ellos presentan, este tipo de proteinas son principalmente

globulinas, como se vera en la descripcion de la quimica sanguinea. En cuanto a la
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eosinofilia esta es comun en casos de parasitosis, alergias o destruccion tisular, sin
embargo, nosotros la relacionamos méas a las dermatopatias causadas por la
presencia de los ectoparasitos (garrapatas) que presentan constantemente estos
animales. La anemia no regenerativa se presenta principalmente en pacientes con
inflamacion cronica y esta reportado en la literatura en Ehrlichiosis y Anaplasmosis
subclinicas, se dice que esta anemia es ligera a moderada. En cuanto a la
trombocitopenia en el caso de anaplasmosis se presenta por dos mecanismos, si el
animal esta infectado con Anaplasma platys, este agente es intracelular en las
plaguetas por lo tanto pueden ser destruidas por el sistema inmune al estar
infectadas, en el caso de Anaplasma phagocytophilum se ha reportado
principalmente hipoplasia medular por lo que en este caso puede deberse a
disminucién en su produccion; cabe recalcar que en las revisiones de los frotis de
capa leucoplaquetaria se observo la presencia de Anaplasma platys en el 100% de
los animales muestreados y en ninguno se observaron morula de Anaplasma
phagocytophilum. Pocos pacientes (14%) presentaron linfopenia, esta se asocia al

estrés cronico que presentaron los animales. (Sosa, 2011.)

La pancitopenia es producida por hipoplasia de células precursoras en la médula

Osea y ocurre en fase crénica grave (Heikkila, 2010). Dentro de las anormalidades

quimicas de suero sanguineo se encuentra la hiperproteinemia siendo el resultado

de niveles elevados de la globulina, pero no existe ninguna correlacién directa los
niveles de globulina sérica y anticuerpos séricos contra Anaplasma spp, también se
presenta hipoalbuminemia, y actividad elevada de la ALT (Alanina aminotranferasa) y
FA (fosfatasa alcalina). (Neer, 1995).

En la bioquimica sanguinea se encontré que el 100% de los perros presentaron
hipoglucemia, el 71% hiperproteinemia, el 43% hipoalbuminemia, el 43%
hiperglobulinemia, 29% disminucion de la relacion A/G, el 43% hipocalcemia, el 29%
presentaron un aumento de FA, y por ultimo el 14% hipercolesterolemia. (Grafica 3.)




Alteraciones en la quimica sanguinea

Hipoglucemia Cambios en proteinas
Hipocalcemia = Aumento de FA
® Hipoalbuminemia Hipoglobulinemia

RelacionA/G Hipercolesterolemia

Grafica 3. Alteraciones en la quimica sanguinea mas frecuentes en perros con titulos contra
Anaplasma platys muestreados en el municipio de Tacambaro Michoacén (n=7)

La hipoglucemia presentada en nuestros animales es de origen in vitro, ya que los
sueros no fueron separados del coagulo en las primeras horas, sino hasta su llegada
al laboratorio en la ciudad de Morelia, esta bien descrito en la literatura este efecto de
consumo in vitro de la glucosa. Se menciond anteriormente la hiperproteinemia
debido a hiperglobulinemia por inflamacién crénica, al haber disminucion en la
sintesis de albumina por parte del higado, ya que comienza a producir mayor
cantidad de globulinas para el proceso inflamatorio, esto nos conlleva a una
disminucion en la relacion A/G. El aumento de FA presentado en el 29% de los
pacientes puede ser principalmente de origen esteroideo, lo cual se correlaciona con
la linfopenia demostrada en el hemograma y todo esto debido al efecto del cortisol en
los componentes sanguineos. La hipercolesterolemia en este caso puede ser
transitoria y la hipocalcemia solo un artefacto de la hipoalbuminemia, lo cual esta
relacionado a la ionizacion de este con la aloumina. Greene, 2008. Menciona que se

han reportado casos donde el 90% de los perros presentan linfopenia, y el 50%
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presentan anemias normocitica hormocromica no regenerativa leve a moderada. Se
ha registrado proteinuria significativa, el 50% de los perros presentan
hipoalbuminemia leve a moderada. La actividad de las FA sérica se ve aumentada en

un 65% o mas, también se documenta la proteinuria.

De los 7 perros positivos en la prueba de ELISA Canine Snap 4Dx, el 77% tenian
de 1 a 3 aflos de edad, el 17% entre 4 a 7 afios y el 6% de 8 a mas afios de edad,

como se observa en la grafica 4.

1a 3 anos
B 4 a7 anos

™ 8 a mas anos

Gréfica 4. Rango de edad con mayor prevalencia de anticuerpos contra a Anaplasma phagocytophilum
de perros Muestreados en el municipio de Tacambaro Michoacan. (n=7)

Aunque en el futuro podria haber predisposicion de una raza, ya que en estudios

realizados en Minnesota, Wisconsin y Suecia, se observo que el mas alto porcentaje

eran para las razas Labrador y Golden retrievers. (Greene, 2008.) En el estudio
realizado, la raza que resulté con mayor porcentaje fue la criolla dando positivos a la

prueba de Anaplasmosis canina con el 90%.




Grafica 5. Razas mas afectadas con titulos de anticuerpos contra Anaplasma spp. de perros
Muestreados en el municipio de Tacambaro Michoacan. (n=7)

RAZA

Labrador
3%

Crioillo
0%

Después de obtener de los resultados en la prueba rapida de ELISA, se elaboraron
las capas leucoplaquetarias de las 30 muestras, con la finalidad de evaluar al

microscopio mediante la observacion la presencia de mérulas de Anaplasma platys y

Anaplasma phagocytophilum. Se observé que, todas la muestras fueron positivas a

Anaplasma platys.

Imagenes 6 y 7. Anaplasma Platys encontradas en los perros muestreados en la ciudad de Tacambaro
Michoacéan (n=30) visto con lente de inmersién




Una vez identificadas las morulas de A. platys se realiz6 un conteo por cada muestra
donde se obtuvieron los siguientes resultados. De las 30 muestras el 53% se
encontraron de 1 a 10 moérulas en la observacion de la capa leucoplaquetaria, el 33%
se encontraron de 11 a 20 morulas y el 13% restante se encontraron de 21 a mas

morulas de Anaplasma platys.

MUESTRAS POSITIVAS A A. PLATYS
OBSERVADAS EN CAPA- LEUCOPLAQUETARIA.

211 a 10 Mérula m11a 20 Mérula =21 a mas Méorulas

Grafica 6. Cantidad de mérulas de Anaplasma platys en capas leucoplaguetarias de los perros
muestreados en la ciudad de Tacambaro Michoacan (n=30)




13.- CONCLUSION.

Al concluir este trabajo de investigacion realizado en el municipio de Tacambaro
Michoacan, México, se determin6 que si existe una seroprevalencia alta de
Anaplasmosis canina en dicho municipio. Ya que los resultados del andlisis de
inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA) se encontré que la prevalencia fue del
23% sin embargo, al observar las capas leucoplaquetarias en el microscopio se
demostré que todas las muestras fueron positivas frente a Anaplasma platys. Debido
a que la prueba de ELISA es basada en una enzima, para determinar la presencia de
anticuerpos de Anaplasma spp., cuando los titulos de anticuerpos estan debajo del
umbral de positividad da como resultado negativo ya que los anticuerpos pueden
tardar de 1 a 28 dias después de la infeccion inicial segun el tipo de infeccion
correspondiente a la Anaplasma spp, por este motivo se recomienda realizar también
la capa leucoplaquetaria para asegurar la existencia o no de la enfermedad en donde
por medio de la observacion se pueden ver las mérulas tanto de A. platys como de A.

phagocytophilum respectivamente.

En cuanto a la predisposicién por edad se obtuvo que la prevalencia mas alta fue del
77% en perros que tienen entre 1 a 3 afos de edad. Sin embargo en otros estudios
nos dice que no existe actualmente la predisposicion de la enfermedad en la raza o

en el sexo.

Gracias a gue la mayoria de los estudios sobre la prevalencia de Anaplasma canina
son llevados a cabo en zonas geogréficas reducidas en otros paises que tienen las
mismas caracteristicas de algunas regiones tropicales y subtropicales de México
entre ellos Michoacan es importante que se mantenga un control preventivo para la
transmision y desarrollo de la enfermedad basandose en el ciclo de vital de la
garrapata Ixodes por medio de protocolos de desparasitacion. Ya que al ser una
enfermedad zoonética es de gran importancia evitar la diseminacion de la

enfermedad.
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